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Uber das spezifische Gewicht des Cholesterins 
aus menschlichen Gallensteinen. 


Von 


R. Zeynek, 





(Aus dem medizin.-chem. Institut der deutschen Universitat Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1932.) 


Diese Studie ist veranlaBt durch Diskussionen iiber die Wirkung 
der sogenannten Olkuren bei Cholelithiasis. Die Vorstellung, dab 
hei diesen Kuren zwar keine Lisung von Gallensteinen — denn 
uns ist es niemals gelungen, in den Seifenmassen, die als ,,er- 
weichte Gallensteine“ prisentiert wurden, nennenswerte Mengen 
von Cholesterin nachzuweisen — aber eine entschiedene Ver- 
lagerung derselben eintreten kiénne bei in der Gallenblase beweg- 
lichen Steinen, schien durch Angaben der Literatur iiber das 
spezifische Gewicht der Cholesterinsteine gestiitzt zu werden. Da 
nun die Messungen der spezifischen Gewichte von Galle und Gallen- 
steinen bei Laboratoriumstemperatur vorgenommen zu werden 
pflegen, die Wirmeausdehnung von vielen organischen Substanzen 
(auch von Wachs und manchen Fetten) wesentlich héher ist als 
die von Wasser und wiBrigen Lésungen, sollten vergleichende Be- 
stimmungen der im Leben geltenden spezifischen Gewichte, also 
bei 40° (Temperatur der Leber) ausgefiihrt werden. 

Wie sich aber schlieBlich herausgestellt hat, waren die rela- 
tiven Unterschiede bei Temperaturen von 20° und 40° nicht 
wesentlich. Doch ergab die Bestimmung des spezifischen Gewichtes 
von reinem Cholesterin andere Werte als gegenwirtig angenommen 
wird; sie seien in erster Linie mitgeteilt. 

Der alte Wert des spezifischen Gewichtes von Cholesterin ist 1,067. 
Er findet sich auch im Beilstein, 3. Aufl. II, 1071: ,,Spezifisches Gewicht 
= 1,067 (Hoppe) = 1,03 (geschmolzen) (Hein, J. 1847/8, 920). Dieser 
Wert findet sich auch in Benedikt-Ulzer, Analyse der Fette 1903, 48, 
fiir Cholesterin aus Chloroform in wasserfreien Nadeln krystallisiert, und in 
Hoppe-Seyler-Thierfelders Analyse, 1924, 325, wiihrend in den friiheren 


Auflagen dieses Werkes keine Zahl fiir das spezifische Gewicht von Chole- 
sterin mitgeteilt ist. Die dort (1924) angegebene Literaturstelle: J. 1863, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX. 7 











98 R. Zeynek, 


654, stimmt nicht, auch nicht die Verweisung auf Virchows Arch., 26, 525; 
weder in den ersten Binden von Virchows Arch. noch in Cannstatts Jahres. 
berichten findet sich ein Hinweis auf die Originalarbeit Hoppe-Seylers, 
auch in dessen Untersuchungen (1866 —1871) finden sich keine diesbeziiglichen 
Angaben. Ebensowenig stimmt das Zitat in Meyer-Jacobsons Lehrbuch der 
organ. Chemie, II, IV, 187 (1924): Hoppe-Seyler, J. 1860, 545. 

Der jiingere Wert fiir das spezifische Gewicht des Cholesterins ist 
1,046. Dariiber ist die erste Mitteilung im Jahresbericht der Chemie 1875, 
883: ,,C. Méhu (Russ. Z. Pharm. 1875, 33) fand das spezifische Gewicht des 
Cholesterins (bezogen auf destilliertes Wasser von 20° als Einheit) 1,046.‘ 
Dieser Wert ist in Abderhaldens Handlexikon, III (1911), 272 ohne Literatur- 
angabe aufgenommen; ich fand ihn auch in Halliburtons Lehrbuch, (1893), 552. 

Auffallenderweise ist in Hoppe-Seylers Lehrbuch, Physiologische Chemie 
1881 das spezifische Gewicht des Cholesterins nicht angegeben, es fehlt auch 
in simtlichen mir zuginglichen Auflagen des Hammarstenschen Lehrbuchs. 
Das Zitat iiber Heins Arbeit im Jahresbericht der Chemie 1847/8, 920 
lautet: ,,Den Schmelzpunkt des Cholesterins fand Hein bei 169—170°; das 
spezifische Gewicht des geschmolzenen = 1,03.“ Schon nach der Schmelz- 
punktbestimmung kénnte der Wert kaum fiir reines Cholesterin gelten. 

SchlieBlich ware darauf hinzuweisen, daB C. Tanret [C. r. Acad. Sci, 
108, 99 (1889)} das spezifische Gewicht des geschmolzenen Ergosterins zu 
1,040 nach Méhus Verfahren gefunden hat. Die dort zitierte Abhandlung 
Méhus (Journal de Pharmacie et Chimie, 4. sér. XX, 175) ist mir nicht zu- 
giinglich. 

Das verwendete Cholesterin war aus menschlichen Gallen- 
steinen durch Atherextraktion und folgendes Umkrystallisieren 
aus heibem Weingeist dargestellt. Dieses Rohcholesterin (Schmelz- 
punkt 137—138°) wurde aus kochendem Eisessig, dann nochmals 
aus heibem Weingeist krystallisiert, es hatte nun den Schmelz- 
punkt 146—147°. Im Vakuum bei einer Badtemperatur von 160° 
geschmolzen und nach dem Aufhéren der Gasentwicklung abgekihlt, 
wurde ein aus langen Krystallnadeln bestehender Kuchen erhalten. 
Die erneut geschmolzene Masse wurde in ein entsprechend vor- 
gewiirmtes Pyknometer eingetragen. 

Gefunden wurden die spezifischen Gewichte: D!*° = 0,9067; 
D}*° = 0,9150; bei etwas unterkiihlter Schmelze, im Moment der 
Krystallbildung am Boden des Pyknometers: D}‘* = 0,9201. 

Wigewerte: Wasser bei 20° = 9,8750 g; Cholesterinschmelze bei 160° 
= 8,9535 g; Cholesterinschmelze bei 150° = 9,0355 g. 

Wasser bei 20° = 6,6184 g; unterkiihlte Cholesterinschmelze bei 145° 
im Beginn der Krystallisation am Boden des Pyknometers: 6,0897 g. 

Beim Erstarren des geschmolzenen Cholésterins tritt eine betrichtliche 
Kontraktion ein. Es wurde versucht, sie zu bestimmen, unter Aufbringen 
von kochendem Wasser; doch wurden keine iibereinstimmenden Werte er 


halten, da der Krystallkuchen im Innern stets Hohlriume aufwies, die vom 
Wasser nicht gefiillt wurden. Auch Versuche, im nur teilweise mit geschmol- 
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zenem Cholesterin gefiillten Pyknometer durch Zubringen von Wasser unter 
Druck brauchbare Werte zu erhalten, scheiterten, zum Teil da das Chole- 
sterin nach oben stieg (womit der weitere Beweis erbracht ist, daB das ge- 
schmolzene Cholesterin ein niedrigeres spezifisches Gewicht hat als Wasser 
der gleichen Temperatur), zum Teil da Veriinderungen unter Bildung kolloider 
Lésungen eintraten. Versuche zu dem in Erstarrung begriffenen Cholesterin 
heiBes Wasser zuflieBen zu lassen, fiihrten in allen Fallen zur Zertriimmerung 
des Pyknometers. 

DaB das geschmolzene Cholesterin auf Wasser wie ein Fettsiiurekuchen 
schwimmt, wurde schlieBlich auch in zugeschmolzenen Réhren, welche 
Cholesterin neben Wasser enthielten, beobachtet, aber auch da war nach 
dem Abkiihlen die Wasserschicht durch kolloidal geléstes Cholesterin getriibt ; 
nach dem Lésen in Ather und Auskrystallisieren gab die Hauptmenge den 
richtigen Schmelzpunkt, Teile in den Randpartien jedoch den Schmelz- 
punkt 140°, so daB eine allerdings geringfiigige Zersetzung nach gewiesen war 


Das erstarrte, soweit zerkleinerte Cholesterin, daB keine Hohl- 
riume zwischen den Krystallen vorhanden waren, gab ein spezi- 
tisches Gewicht D!? = 1,052. 

Wigewerte: Wasser bei 19°=10,1218 g, im gleichen Pyknometer 
2,300 g Cholesterin und Wasser bei 19°=10,2402 g. 

Um den Verdacht zu entkriaften, daB durch Porositiit einzelner 
Krystalle das spezifische Gewicht zu niedrig gefunden worden sei, 
habe ich unsere Erfahrung, daf Cholesterin auch bei Temperaturen 
von etwa 160° in Glycerin unléslich ist, beniitzt, um das Chole- 
sterin in Glycerin zu schmelzen und die obenauf schwimmende 
Schmelze unter gutem Schiitteln in Form kleiner Partikelchen 
zum Erstarren zu bringen. Nach dem Auswaschen des Glycerins, 
auch nach weiterem Zerkleinern, konnte aber auch bei diesem 
Priparat keine héhere Dichte gefunden werden, sie betrug viel- 
mehr Di} = 1,050. 

Es ist zu bemerken, daB durch lingere Einwirkung von Wasser ein 
Teil der nadelférmigen, wasserfreien Cholesterinkrystalle in die wasserhaltige 
Plattenform iibergeht, allerdings bei Zimmertemperatur nur in geringem 
AusmaBe. Da mir keine fiir diese Versuche geeignete wasserfreie Fliissigkeit 
bekannt ist, welche nicht Cholesterin lést, war es unmdglich, eine solche 
Wasseraufnahme zu vermeiden. Wie aus folgendem hervorgeht, ist fiir die 
vorliegende Aufgabe diese Wasseraufnahme ohne Bedeutung. 

Zwei in Plattenformen krystallisierte Priparate von Chole- 
sterin, in ausgekochtem Wasser anhaltend evakuiert, nach der 
Entfernung von den wenigen an der Oberfliche hartnickig haften- 
den Schiippchen, gaben iibereinstimmend D!} = 1,052. 

Der EinfluB von Hohlriumen oder hartnickig haftenden Luft- 
blischen (schwere Benetzbarkeit) ist bei diesen Versuchen ein sehr 
bedeutender. So wurden dadurch bei solchen Versuchen auch 
7* 
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Dichten (bei Zimmertemperatur) von 1,030 und ahnliche gefunden; 
im Pyknometerversuch waren diese Fehler besonders schwer aus- 
zuschlieBen, gar bei Versuchen mit steigender Temperatur. Daher 
wurden weitere Versuche nach der Schwebemethode ausgefihrt: 
diese gestattet, wenn auch weniger empfindlich, eine Kontrolle 
der Versuche durch lingere Zeitriume und besonders bei steigender 
und fallender Temperatur. 

Als Fliissigkeit verwendete ich verdiinnte (10—30°/, ige) wiB- 
rige Glycerinlésung wegen ihrer geringeren Oberflichenspannung, 
obwohl ihre thermische Ausdehnung etwas gréBer ist als die 
mancher wiiBriger Salzlésungen. Diese Lésung war auch fiir 
Cholesterin-Gallensteine gut verwendbar. Als gegensitzlich wurde 
fiir reines Cholesterin zur Kontrolle noch eine verdiinnte Schwefel- 
siure verwendet. 

Bei diesen Versuchen konnte in der Tat ein Auftrieb von 
bei Zimmertemperatur schwebenden Cholesterinpartikelchen be- 
obachtet werden, wenn die Temperatur gesteigert wurde; analog 
wieder ein Sinken bei der Abkiihlung; die Temperaturdifferenzen 
lagen meist zwischen 15 und 40°. Aber ebenso ergab es sich, 
daB die Differenzen in der Wirmeausdehnung nur in der GréBen- 
ordnung von 1—2 Einheiten der dritten Dezimale sich bewegen, 
so daB auch bei Konkrementen, die in der Gallenblase frei be- 
weglich wiiren, ein solcher Unterschied physiologisch oder praktisch 
bedeutungslos ist. Daher sei von der Mitteilung der immerhin 
recht miihsamen Versuche abgesehen. 

Der absolute Wert der Dichte fiir das in Plattchenformen 
(krystallwasserhaltig) krystallisierende Cholesterin und fiir das 
wasserfrei in gut ausgebildeten Nadelformen erhaltene, war 
auch nach der Schwebemethode bei Temperaturen von 19—20” 
D=1,052—1,053. Niemals wurde ein héherer Wert gefunden, auch 
bei Cholesterinsplittern von schén krystallisierten Gallensteinen 
konnte der gleiche Wert gefunden werden. Es diirfte daher kein 
auBerhalb dieser Grenzen gelegener Unterschied in der Dichte des 
wasserhaltigen und des wasserfreien Cholesterins vorhanden sein. 
Doch fand ich bei anderen Proben je nach der Herstellungsart, 
z. B. bei rascher Abkiihlung der Schmelze, gelegentlich etwas 
niedrigere Werte, aber bei reinem Cholesterin nicht unter 1,049; 
ich glaube diese Differenzen auf Strukturverschiedenheiten be- 
ziehen zu diirfen, wie solche u. a. bei natiirlich krystallisiertem 
Schwefel gefunden wurden, wobei auch der thermische Ausdehnungs- 
koeffizient Anderungen aufweist. [A. Richaud, Ber. Physiol. 1, 
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247 (1920), nimmt eine Polymorphie des Cholesterins in Gallen- 
steinen an.] 


Bemerkung. 


Eine erste Untersuchung in meinem Institut hatte héchst unwahr- 
scheinliche, doch anscheinend gut iibereinstimmende Werte fiir die Wirme- 
ausdehnung von Cholesterin und Cholesterinsteinen gegeben. Bei (irr- 
tiimlich) gefundenen Dichten = 1,009—1,039 wurde mehrfach eine thermische 
Ausdehnung zwischen 20—40° im Verhiiltnis 1: 1,03 berechnet, bei chole- 
sterinirmeren Steinen Werte von 1:1,016. Die Untersuchungen waren in 
gewohnlichen Pyknometern mit ausgekochtem Wasser und von Luft durch 
Evakuieren méglichst befreiten Priparaten ausgefiihrt worden. Erst bei 
der Kontrolle durch die Schwebemethode wurde der Irrtum aufgedeckt. 
Es sei gestattet, hier einen dhnlichen peinlichen Fehler aufzukliiren. In 
meiner Mitteilung: Zur Kenntnis der menschlichen Lebergalle, Wiener klin. 
Wo. 1899 568, sind die Analysenwerte fiir gallensaure Alkalien (Platner- 
sche Galle) weitaus zu hoch angegeben. Es hat sich nachtriiglich heraus- 
gestellt, daB miBbriuchlich der ,,absolute‘ Alkohol, welcher zur Extraktion 
diente, mit Wasser verdiinnt worden war, daher der Auszug der gallensauren 
Alkalien noch Salze (insbesondere NaCl) enthielt. Bei einer aufbewahrten 
Probe (Mischgalle vom 6.—10. Februar) konnten diese bestimmt werden. 
Darnach ist statt des Wertes fiir gallensaure Alkalien: 18,31 als reiner, mit 
Ather gefillter Alkoholextrakt richtig einzusetzen: 16,24. Wahrscheinlich 
ist der Fehler bei der ebenda mitgeteilten Analyse der Gallenprobe vom 
3. Februar von der gleichen GréBe. Zu der in dieser Hinsicht berechtigten 
Kritik von J. Brand [Pfliigers Arch. 90, 496 (1902)] sei bemerkt, da von 
den Seifen, welche nach ihrer Zersetzung als ,saurer Atherextrakt“ an- 
gefiihrt sind, wohl ein Teil auch in die Fillung der Platnerschen Galle 
iibergeht, und daB das Alkali der letzteren in den Salzen (Gliihriickstand) 
als Carbonat bzw. Sulfat angefiihrt ist. Eine Kontrollrechnung auf 100°/, 
ist nicht méglich. 

Auffallend ist, daf manche Gallensteine, unter Wasser der 
Grallenblase entnommen und rasch abgespiilt, zuerst ein niedrigeres 
spezifisches Gewicht zeigten als nach lingerem Aufenthalt in aus- 
gekochtem Wasser, daB sie sogar anfangs auf Wasser schwimmen 
kjnnen. Diese Erscheinung wurde nur dort beobachtet, wo mehrere 
Konkremente in der Blase vorhanden waren, und dann immer 
nur bei einem Teil dieser Konkremente. Daraus ist zu schlieBen, 
daB schlechte Benetzbarkeit oder elektrische Eigenschaften des 
Cholesterins allein dafiir nicht verantwortlich sein kénnen, es kann 
wohl nur ein Gasgehalt in Betracht kommen. Der lockere (porése 
oder permeable) Bau der Gallensteine ist ja auch allgemein an- 
erkannt. 

Wabrscheinlich sind so die einander gegensitzlichen Angaben der 
Literatur zu erkliren, z. B. Hammarsten, Lehrbuch in simtlichen Auf- 


lagen: Die Cholesterinsteine .... sind oft leichter als Wasser. — Gamgee, 
Verdauung, Deutsche Ausg. 1897, 398: Das spezifische Gewicht der Gallen- 
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steine ist zwar sehr niedrig, immerhin aber héher als das von Wasser oder 
Galle. — Platner, Die Galle, I], 76 (1847): .... weil .... auch bei der 
Bestimmung ihres Gewichts mancherlei physische Umstinde zu Tauschungen 
fiihren kénnen. 

Eigene Erfahrungen migen die GréBe solcher Differenzen er- 
liiutern. Hervorgehoben sei, da8 nur Gallensteine aus (Galle, die keine 
Anzeichen einer Zersetzung aufwies, zu diesen Versuchen verwendet 
wurden, und daB die Konkremente nicht an die Luft gebracht 
wurden, sondern unter Wasser den unterbundenen Gallenblasen 
entnommen wurden. Fiir die Uberlassung derselben gleich nach 
der Obduktion bin ich meinen verehrten Kollegen A. Ghon und 
A. M. Marx zu besonderem Dank verpflichtet. 


Spezifisches Gewicht zuerst (20°) nach wiederholtem Auspumpen 
1,009 1,042 
1,026 1,054 
1,025 1,063 
schwimmend auf Wasser 1,046. 
Zusammenfassung. 


Das spezifische Gewicht des Cholesterins aus menschlichen 
Gallensteinen ist D,, = 1,052—1,053. Der geringste Wert, wohl 
auf Strukturdifferenz zu beziehen, war 1,049. 

Die Wirmeausdehnung des festen Cholesterins ist nur un- 
bedeutend gréBer als die von wiiBrigen Fliissigkeiten. 

Das spezifische Gewicht des geschmolzenen Cholesterins wurde 
bei 160° zu 0,907, bei 150° zu 0,915 bestimmt. Beim Erstarren 
tritt eine starke Kontraktion ein. 

Gallensteine, welche frisch der Gallenblase entnommen, aut 
Wasser schwimmen, zeigten stets nach Evakuieren bzw. Zer- 
kleinern ein héheres spezifisches Gewicht, so daB das geringere 
Anfangsgewicht wohl auf Gaseinschliisse zu beziehen ist. 
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Dehydrierung des Cholesterins und der Cholsdure. 


Von 


Harry Raudnitz, Franz Petri und Felix Haurowitz. 


Aus dem chemischen und dem mediz.-chem. Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1932.) 


Durch die Arbeiten von Wieland, Windaus und ihren Mit- 
arbeitern sind die Formeln des Cholesterins und der Gallensaéuren 
weitgehend aufgeklirt. Uber die Struktur des diesen Kéorpern 
zugrunde liegenden Kohlenwasserstoffs herrscht jedoch eine gewisse 
Unsicherheit. Wahrend vor wenigen Jahren eine Formel mit vier 
kondensierten Ringen, und zwar 2 Sechsringen und 2 Fiinfringen 
aufgestellt wurde, stellte kiirzlich Wieland!) an Stelle der beiden 
Sechsringe 2 Siebenringe verschiedener Anordnung zur Diskussion. 
Wir haben — wie andere Forscher vor uns — versucht, aus dem 
hydroaromatischen Geriist des Cholesterins und der Cholsiure 
durch Dehydrierung aromatische Substanzen zu gewinnen und 
deren Struktur aufzuklaren. 


Von friiheren Arbeiten seien vor allem jJene von Diels erwahnt. Diels 
und Gaidke?) haben Cholesterin mittels Palladiumkohle dehydriert, wobei 
sie als Hauptprodukt Chrysen erhielten. Neben den aus der Seitenkette des 
Cholesterins stammenden niedrig siedenden Produkten erhielten sie mehrere 
krystallinische aromatische Kohlenwasserstoffe, unter denen ein ungesattigter 
Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 180° und ein gesattigter Kohlenwasserstoff 
vom Schmelzp. 325° erwahnt seien. Nachdem im Selen ein mildes und bei 
tieferer Temperatur wirksames Dehydrierungsmittel erkannt wurde, haben 
Diels, Gidke und Kérding’) Cholesterin der Dehydrierung unterworfen 
und als Hauptprodukt einen aromatischen Kohlenwasserstoff C,,.H,, (Schmelz- 
punkt 127—128°), ferner einen aromatischen Kohlenwasserstoff C,,H,, (Schmelz- 
punkt 220°) sichergestellt. Wegen der nahen Beziehung des Cholesterins zur 
Cholsiure wurde auch das Verhalten dieser bei der Dehydrierung mit Selen 
untersucht, wobei Diels und Karstens‘) in verhaltnismaBig reichlicher Menge 
Chrysen erhielten. Es ist bemerkenswert, daB bei Verwendung von Selen als 
Dehydrierungsmittel aus Cholesterin niemals Chrysen entsteht, daB aber 
Cholesterin bei der Dehydrierung mit Palladiumkohle bei sehr hoher Tempe- 
ratur Chrysen liefert. 


1) Wieland u. Vocke, Diese Z. 191, 75 (1930); Wieland u. Dane, 
Diese Z. 206, 243 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 58, 1231 (1925); 60, 140 (1927). 
8) Liebigs Ann. 459, 1 (1927). 4) Liebigs Ann. 478, 131 (1930). 














104 Harry Raudnitz, Franz Petri und Felix Haurowitz, 


Fischer und Treibs!) haben das Cholesterin dem Abbau durch Hitz- 
drahtzersetzung unterworfen, wobei sie Naphthalin, Styrol, einen Kohlen- 
wasserstoff C,;H,. vom Schmelzp. 92°, einen Kohlenwasserstoff C,,H,) vom 
Schmelzp. 124° und einen Kohlenwasserstoff C,,H,, vom Schmelzp. 203° 
isolieren konnten. Es entstanden hier also ganz andere Stoffe, die keinen 
Zusammenhang mit den durch Dehydrierung mit Palladiumkohle gewonnenen 
Stoffen erkennen lassen. Diels und Gadke heben hervor, daB sie niemals die 
Bildung von Naphthalin — auch nicht in Spuren — beobachtet haben. 

Bekanntlich kann auch Zinkstaub dehydrierend wirken. Seine Brauch- 
barkeit ist bereits zu wiederholten Malen erprobt worden.”) Gelegentlich einer 
Untersuchung iiber die Saponine wurden von van der Haar’) die Produkte 
der Zinkstaubdestillation des Hederagenins, des Sitosterins, des Ursons 
und des Cholesterins miteinander verglichen, wobei sich diese Substanzen sehr 
abnlich verhielten. 

Das Cholesterin lieferte bei der Zinkstaubdestillation im Wasserstoff- 
strom bei méglichst niedriger Temperatur ein schwach fluorescierendes 01 in 
50°/jiger Ausbeute, welches durch Wasserdampfdestillation getrennt wurde; 
15°/, davon waren fliichtig und hatten charakteristischen terpenartigen Ge- 
ruch, 85°/, waren nicht fliichtig und blieben als geruchlose Masse zuriick. Um 
die Terpennatur der Destillationsprodukte aufzuklaren, hat Fantl*) das 
Cholesterin mit Zinkstaub im Vakuum destilliert, wobei er Cholesterylen, 
das durch Wasserabspaltung aus Cholesterin entstanden war, erhielt. Bei der 
Zinkstaubdestillation von Cholesterin bei Atmospharendruck wurde ein 01 
erhalten, das er durch Vakuumdestillation in 5 Fraktionen zerlegte. Ihre 
Analysen stimmten gut mit der Formel der Terpene (C;H,)x iiberein, doch 
sprechen die physikalischen Daten nicht fiir Terpene, sondern fiir hydrierte 

polycyclische Kohlenwasserstoffe. Feste Kohlenwasserstoffe konnte Fant! 
nicht fassen. 


Mit Riicksicht auf die Bedeutung der durch Zinkstaub- 
dehydrierung erhaltenen Destillationsprodukte fir die Konstitu- 
tion des Cholesterins haben wir das Problem nochmals in Angriff 
genommen, wobei wir, da das Cholesterin — der Zinkstaub- 
destillation unterworfen — ziemlich widerstandsfahig ist, die 
Versuchsbedingungen den Angaben von Gattermann®) angepabt 
haben. Auf diese Weise konnte in 43°/,iger Ausbeute ein nach 
Steinkohlenteer riechendes viscoses Ol erhalten werden, das der 
Vakuum- bzw. Hochvakuumdestillation unter Benutzung eines 
Widmeraufsatzes unterworfen wurde. Es destillierte dann als 
Fraktion 1 ein hellgelbes Ol, als Fraktion 2 bei etwa 100° (12 mm) 
eine in der Vorlage krystallinisch erstarrende Substanz iiber, die 
sich jedoch duBerst leicht im Nachlauf léste. Durch Ausfrieren 


1) Liebigs Ann. 446, 241 (1925). 
*) H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung organischer Ver- 
bindungen, 5. Aufl., 1931, S. 252. 
8) Ber. chem. Ges. 55, 1063 (1922). 4) Mh. Chem. 47, 251—58 (1926). 
5) Praxis d. organ. Chemikers, 15. Aufl., S. 345. 
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dieser Fraktion konnte die Substanz zuriickerhalten und als 
Naphthalin identifiziert werden. Fraktion 8 (120—185°) blieb 
auch in der Kalte fliissig. Aus Fraktion 4 und 5 (bis 260°) konnte 
Chrysen isoliert werden, das durch Analyse, Molekulargewichts- 
bestimmung und Mischschmelzpunkt mit reinstem Chrysen als 
soleches identifiziert wurde. 

Die Frage, ob das Chrysen seine Entstehung einer Pyro- 
synthese verdankt, kénnen wir nicht beantworten, doch sei er- 
waihnt, daB H. Meyer und seine Schiller!) bei der Pyrokonden- 
sation des Naphthalins kein Chrysen erhielten, wahrend Tetralin, 
der gleichen Behandlung unterworfen, in reichlicher Menge Chrysen 
lieferte. 

Neben den beiden oben angefiihrten festen Kohlenwasser- 
stoffen wurden noch andere isoliert, die aber infolge verlustreicher 
Reinigung vorlaufig nicht naher untersucht werden konnten. Da 
die zweite Hauptfraktion (100°, 12 mm) die fir Inden charakte- 
ristische Reaktion nach Denigés?) und ein ungesittigtes Ver- 
halten gegen Brom und Permanganat zeigte, ohne daB es gelungen 
ware Inden selbst zu isolieren, so glauben wir annehmen zu diirfen, 
daB es sich um Inden- oder Pentanthren-Homologe handelt. 
Kbenso vermuten wir, daB in den hoheren fliissigen Fraktionen 
Naphthalinhomologe enthalten sind, denn die refraktometrische 
Untersuchung dieser beiden Fraktionen ergab Werte von 1,47 bis 
1,60, also Werte, wie sie von Inden- bzw. Naphthalin-Homologen zu 
erwarten waren. 

Bei der Zinkstaubdestillation der Chols&éure wurden 
neben reichlichen Mengen fliissigen Destillates, das auch hier die 
Hauptmenge darstellte, ein griinstichiger, ausgezeichnet krystalli- 
sierender aromatischer Kohlenwasserstoff (C,H,)x vom Schmelz- 
punkt 229—230° gewonnen. Der hohe Schmelzpunkt und das 
gesittigte Verhalten gegen Brom in Eisessig sprechen gegen die 
Formel C,4Hj», d. i. (C;H,). und fiir ein hoheres Molekulargewicht, 
vielleicht fiir ein substituiertes Chrysen der Formel C,,Hjg. 

Neben diesem Kohlenwasserstoff wurde das Auftreten eines 
weiteren, bei 277° schmelzenden, goldgelben Kohlenwasserstoffs 
beobachtet, der sich gegen Brom in Hisessig ebenfalls als gesattigt 
erwies. Wegen Materialmangels konnte bei keinem der beiden 
Kohlenwasserstoffe eine Molekulargewichtsbestimmung . durch- 
gefihrt werden. 


*) Z. fiir anal. Chemie 53, 515 (1914). 
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Da die Analysenwerte des bei 277° schmelzenden Kohlenwasserstoffs mit 
der Formel C,.H,, vereinbar sind, so kénnte er vielleicht in der Formel eines 
isomeren Picens (Benzochrysens?), die sich an Formulierungen Ruzickas') 
anlehnt, seinen Ausdruck finden: Ruzicka hat die Formel eines substituierten 
Picens fiir einen bei der Dehydrierung von Hederagenin, Sumaresinolséure und 
Siaresinolsiure mit Selen erhaltenen Kohlenwasserstoff angenommen. 

Da die fliissigen Kohlenwasserstoffe das Hauptprodukt 
unserer Dehydrierung bilden und ihre nihere Erforschung tiber 
Art und Struktur des dem Cholesterin bzw. der Cholséure zugrunde 
liegenden Kohlenwasserstoffs Klarheit bringen kénnte, beabsich- 
tigen wir vor allem die genauere Untersuchung dieser fliissigen 
Kohlenwasserstoffe. 


Experimenteller Teil. 


1. Dehydrierung von Cholesterin. 

20 g Cholesterin (Gedeon Richter A.-G.) wurden mit 60 g Zink- 
staub gemischt und aus einem schwer schmelzbaren Verbrennungs- 
rohre iiber Bimssteinzink bei dunkler Rotglut destillert. Nachderm 
420 g Cholesterin in 21 Destillationen verarbeitet waren, wurde 
das élige Destillat in Ather aufgenommen, von mitgerissenem 
Zinkstaub durch Filtration befreit und mit geschmolzenem Chlor- 
calcium getrocknet. Nach Vertreibung des Lésungsmittels betrug 
die Ausbeute 183 g, das sind 43°/,. Das Rohprodukt wurde 
unter Verwendung einer Widmerspirale und bei einem Druck von 
12 mm in folgende Hauptfraktionen zerlegt: 


Fraktion 1. Bis 90°, 15 g eines beinahe farblosen, leichtbeweglichen Ols. 
- 2. Von 90—120°, 12 g eines beinahe farblosen Ols. 
3. Von 120—185°, 20 g eines hellgelben Ols. 
4. Von 185—250°, 36 g eines hellbraunen Ols. 


Der Destillationsriickstand wurde dann im Hochvakuum von 0,2 mm 


weiterdestilliert : 
Fraktion 5. Von 250—260°, 35 g eines zaihen, honiggelben Ols. 
” 6. Uber 260°, 20 g eines zihen, honiggelben Ols. 


Fraktionen 1 und 2 erstarrten beim Abkihlen teilweise 
zu einem Krystallbrei. Nach dem Abfiltrieren wurde die Mutter- 
lauge zur Abscheidung weiterer Krystallmengen der Krystalli- 
sation in der Winterkalte tiberlassen. Die feste Substanz wurde auf 
Ton abgepreBt und schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol bei 79°, ohne da8 sich der Schmelzpunkt 
durch weiteres Umkrystallisieren érhéhen lief. 

4,706 mg, 3,351 mg Subst.: 16,190 mg, 11,500 mg CO,, 2,632 mg, 
1,904 mg H,O. 


1) Helvet. chim. Acta 15, 441 (1932). 
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Gef. ,, 93,83 » OF 
», 93,60 », 6,36. 


Molekulargewichtsbestimmung: 

4,331 mg, 4,024 mg Subst. in 45,930 mg, 33, 623 mg Campher; A = 28°, 37°. 

Ber. Mol.-Gew. 128.  Gef. Mol.-Gew. 134, 129. 

Dem Schmelzpunkt, der Analyse und der Molekulargewichts- 
bestimmung nach handelt es sich um Naphthalin, was dureh 
den Mischschmelzpunkt mit reinem Naphthalin und einige Identi- 
tiitsreaktionen sichergestellt wurde. 

Fraktion 3 blieb, auch in der Winterkilte, fliissig. 

Die fliissigen Anteile der Fraktionen 1—8 wurden ver- 
einigt einer neuerlichen Fraktionierung unterworfen und die nach- 
stehende Tabelle gibt AufschluB tiber die physikalischen Eigen- 
schaften der erhaltenen Fraktionen. 
































ee. Fraktion | Temperatur Druck nié d?° 
1. la 105—125 atm. 1,47263 0,8245 
lb 125—140 atm. 1,47753 0,8438 
le 140—155 atm. 1,49029 0,8695 
ld 155—165 atm. 1,49845 0,8756 
le 165—175 atm. 1,50673 0,8868 
If 175—185 atm. 1,51591 0,8997 
2. 2a 55— 90 12 mm 1,54638 0,9417 
2b 90—110 12 mm 1,56566 0,9680 
3. 3a 110—130 12 mm 1,58086 0,9810 
3b 130—152 12 mm 1,58474 0,9964 
3c 152—170 12 mm 1,58387 0,9992 
3d 170—186 12 mm 1,59840 1,0116 


Samtliche Fraktionen erwiesen sich gegen Brom und Per- 
manganat ungesattigt. 
Von der Fraktion 3d wurde nach der kryoskopischen Methode eine 


Molekulargewichtsbestimmung ausgefiihrt: 
0,8280 g Substanz in 44,13 g Benzol: 4 = 0,429°. Mol.-Gew. 219. 


Die Fraktionen 4 und 5, die in der Kalte krystallinisch 
erstarrten, wurden filtriert und der Riickstand auf Ton abgepreBt. 
Aus dem 6ligen Filtrat, das bei Zimmertemperatur ein hoch- 
viscoses Ol bildete, lieBen sich noch, nach mehrtagigem Stehen in 
der Kalte, weitere Krystalle gewinnen. Das feste Produkt lieB 
sich durch Alkohol in einen leicht und einen schwer ldéslichen 
Anteil trennen. Wurde der schwerloésliche Anteil aus wenig Tetralin 
umkrystallisiert, mit Alkohol gewaschen, hierauf nochmals aus Eis- 
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essig umkrystallisiert und schlieBlich sublimiert, so schmolz die 
Substanz bei 252° und zeigte mit reinstem Chrysen gemischt 
keine Depression. 

2,936 mg Subst.: 10,190 mg CO,, 1,394 mg H,0O. 

Ci,Hy. Ber. C 94,73 H 5,26 
Gef. ,, 94,65 99 O,ol. 

Die in Alkohol leicht lésliche Substanz wird mit Wasser gefallt und noch- 
mals aus kleinsten Mengen Alkohol unter Zuhilfenahme von Tierkohle um- 
krystallisiert. Auf diese Weise wurde die Substanz in farblosen Krystallen 
erhalten, die jedoch vollkommen unscharf schmolzen, was auf ein Gemisch 
deutete. Ihre Reinigung war auBerst verlustreich, so daB wir auf eine Identifi- 
zierung verzichten muBten. 


Aus Fraktion 6 konnte weder durch Abkihlung noch durch 
Verreiben mit Ather oder Petrolather eine feste Substanz erhalten 
werden. 

2. Dehydrierung von Cholsaure. 

In gleicher Weise wie beim Cholesterin wurden 500 g Chol- 
siure (Merck) der Zinkstaubdestillation unterworfen. Die Aus- 
beute an Destillat, das ein viscoses Ol war, betrug 151 g, das sind 
30,2°/,, bezogen auf die angewandte Cholséure. Das Destillat 
wurde unter einem Druck von 12 mm und Verwendung einer 
Widmerspirale fraktioniert. 

Fraktion 1. Bis 100° 13,5 g eines beinahe farblosen Ols. 
‘s 2. Von 100—140° 10 g eines beinahe farblosen Ols. 
” 3. Von 140—170° 11 g eines hellgelben Ols. 
. 4. Von 170—185° 8 g eines hellbraunen Ols. 

Der Riickstand wurde im Hochvakuum von 0,2 mm weiter destilliert. 
Fraktion 5. Von 160--185° 24,5 g eines zihen, honiggelben Ols. 

a 6. Von 185—250° 32,5 g eines zihen, braungefarbten Ols. 

Die ersten 3 Fraktionen blieben auch beim Abkiihlen 
flissig. Gegen Brom und Permanganat erwiesen sich simtliche 
Fraktionen ungesattigt und zeigten in physikalischer Beziehung das 
gleiche Verhalten, wie die entsprechenden Cholesterinfraktionen. 
Fraktion 2 zeigte die Indenreaktion nach Denigés.?) 

Fraktion 4 war nach langerem Stehen in der Winterkalte 
teilweise mit Krystallen durchsetzt, die abgesaugt wurden. Der 
Riickstand wurde aus wenig Alkohol umkrystallisiert, wodurch 
seldenglinzende Krystalle vom Schmelzp. 191° gewonnen wurden. 
Durch Sublimation konnte der ,Schmelzpunkt auf 194° erhdht 
werden. Das alkoholische Filtrat wurde mit Wasser versetzt und 
zur Wiederauflésung des Niederschlages erhitzt und filtriert. Nach 





1) Vgl. Note 2 auf S. 105. 
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dem Erkalten fielen Krystalle aus, die, nach ihrem Schmelzpunkt 
zu schlieBen, eine uneinheitliche Substanz darstellten. 

Fraktion 5, die in der Winterkalte erstarrte, wurde zentri- 
fugiert und der Riickstand abgesaugt. Das Filtrat war ein hoch- 
viscoses, gegen Brom ungesittigtes Ol. Die Ausbeute an festem 
Produkt betrug nach dem Abpressen auf Ton 1 g. Diese Substanz 
wurde in der Kalte mit wenig Alkohol verriihrt und abfiltriert. 
Die feinkrystallinische griinstichige Substanz schmolz bei 202°. 
Durch Krystallisation aus Alkohol wurde der Schmelzpunkt der 
glinzenden grinstichigen Blattchen auf 212° erhéht. Nach einer 
weiteren Krystallisation aus Tetralin und Waschen der Krystalle 
mit Alkohol schmolz die Substanz bei 220—221°. Der Schmelzpunkt 
lie8 sich durch nochmaliges Umkrystallisieren aus Eisessig und 
Tetralin auf 229—230° erhéhen. Nach der Sublimation blieb der 
Schmelzpunkt unveréndert. Die Substanz war mit Chrysen nicht 
identisch. 

3,516 mg, 3,720 mg Subst.: 12,050 mg, 12,742 mg CO,, 2,106 mg, 
2,248 mg H,0. 

(C,H,)x Ber. C 93,33 H 6,66 
Gef. ,, 93,47, 93,43 », 6,70, 6,76. 

Beim Versetzen der ersten alkoholischen Mutterlauge mit 
Wasser wurden farblose Flocken vom Schmelzp. 185° gewonnen. 
Durch nochmaliges Umkrystallisieren aus wenig Alkohol wurden 
farblose, glanzende Blattchen vom Schmelzp. 194—196° erhalten, 
die sich mit der aus Fraktion 4 gewonnenen Substanz durch Misch- 
schmelzpunkt identisch erwiesen. 

Fraktion 6 wurde mit absolutem Ather verrieben. Dabei 
trat zunéchst Lésung ein. Beim Abkiihlen in einer Kaltemischung 
schied sich nach mehreren Stunden eine orangefarbene krystalli- 
nische Substanz ab (1 g), die aus Alkohol, in dem sie sehr schwer 
léslich ist, umkrystallisiert wurde. Gelbe Krystalle vom Schmelz- 
punkt 225—240°. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
Tetralin wurde die Substanz in goldgelben Krystallen vom Schmelz- 
punkt 277° gewonnen. 

3,229 mg, 3,704 mg Subst.: 11,230 mg, 12,900 mg CO,, 1,532 mg, 
1,702 mg H,O. 

C,H, ‘Ber. C 94,73 H 5,26 Gef. C 94,76 H 5,31 

CooHi4 » 9g 94,96 = ,,_: 5,0 ~ » ee ,, 6a: 


Infolge Substanzmangel konnte eine Molekulargewichtsbestimmung 
nicht ausgefiihrt werden. 
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Uber das regelmaBige Vorkommen von Pyridinderivaten 
im normalen Harn. 
II. Mitteilung. 


Von 


W. Linneweh und H. Reinwein. 





(Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1932.) 

In einer friiheren Mitteilung konnten wir zeigen, daB im nor- 
malen menschlichen Harn Trigonellin vorhanden ist. Wie wir aus- 
einandersetzten, findet sich das Trigonellin vor allem im Kaffee. 
Es ist aber in nicht unbetrachtlicher Menge auch in den Pflanzen, 
die wir als Gemiise zu uns nehmen. Es wurde z. B. in den Kar- 
toffeln, der Erbse und dem Hafer gefunden. Kutscher konnte 
nun friiher zeigen, daB das Methylpyridiniumhydroxyd, dessen 
Vorkommen im normalen Harn wir ebenfalls bestatigten, vor 
allem im Harn von Frauen gefunden wird, die viel Kaffee trinken. 
Um den Beweis zu erbringen, da das Trigonellin auch aus dem Ge- 
miise stammen kann, untersuchten wir den Harn einer 10tagigen 
Periode, in der Nicotin, Kaffee, Kakao und Tee in keiner Form 
genommen wurden. In diesem Harn (etwa 11 Liter), konnten 
wir, wie im experimentellen Teil ausfiihrlich beschrieben, 0,05 ¢ 
Trigonellinchloraurat in analysenreiner Form auffinden. Ks ist 
demnach, wie wir schon in der friiheren Arbeit annahmen, das 
Trigonellin bei nicht irgendwie eingeschrankter Lebensweise zu 
den normalen Harnbestandteilen zu rechnen. Bei der frak- 
tionierten Bestimmung des Harnstickstoffs fallt es in die Gruppe 
des sogenannten unbestimmbaren Stickstoffs. 

Versuchsteil. Der frisch gelassene Harn wurde sofort mit soviel 
konzentrierter Schwefelsiure versetzt, daB die Lésung 5°/, Schwefel- 
siure enthielt. Die gesamte Menge, die annihernd 11 Liter betrug, 
wurde dann mit 50°/jiger Phosphorwolframsaure solange versetzt, 
bis in dem Filtrat bei Zusatz einer 10°/,igen Phosphorwolfram- 
siure auch bei Stehenlassen fiir 5 Minuten keine starkere Triibung 
mehr auftrat. Der Niederschlag wurde nach Waschen mit 5°/jiger 
Schwefelsiure und etwas Phosphorwolframséure in bekannter 
Weise mit fein zerriebenem Baryt in der Kalte zersetzt, das iiber- 
schiissige Baryt durch Kohlensiéure entfernt und darauf das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Der dicke Sirup wurde mit 
konzentrierter Salzsiure kongosauer gemacht und im Vakuum- 
exsiccator stehen gelassen, bis der Sirup zu einer zihen Masse 
erstarrt war. Diese wurde dann mit absolutem Athylalkohol aut- 
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senommen, von dem Ungeldsten abfiltriert, das Filtrat vom 
Alkohol befreit und wiederum mit Alkohol aufgenommen. Dies 
wurde 4mal durchgefiihrt. Die in absolutem Alkohol unldéslichen 
Anteile wurden vereinigt und mit absolutem Methylalkohol auf- 
senommen. Der unldsliche Teil bestand vorwiegend aus Kalium- 
und Natriumchlorid. Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum 
vom Alkohol befreit, weitgehend eingeengt und mit Natriumpikrat 


r- cefallt. Die Fallung wurde noch fiir 24 Stunden im Eisschrank 

S- stehen gelassen, abfiltriert und mehrmals aus heiBem Wasser 

e, umkrystallisiert. Das so gereinigte Pikrat erwies sich als Kreatinin- 

n, pikrat. Die verschiedenen Filtrate wurden im Vakuum auf 

r- etwa 50 cem eingeengt. Schon beim Einengen, stirker noch beim 

te Stehen auf Eis schied sich wieder krystallinische Substanz ab. 

on Diese wurde wiederum mehrmals umkrystallisiert, bis der Schmelz- 

or punkt mit dem des Kreatininpikrates iibereinstimmte. Die Filtrate 

n. wiederum vereinigt und in der eben beschriebenen Weise be- 

e- handelt. Nach 5maligem Abfiltrieren gab das Filtrat nur noch 

n eine geringe Jaffeesche Probe. Dieses Filtrat wurde durch 

m Schwefelsiure und Ather von der Pikrinséure befreit und dann 

n mit Phosphorwolframsaure gefallt. Die Fallung in der wblichen 

g Weise behandelt. Die Carbonatlésung zum dicken Sirup ein- 

st seengt und mit Salzsaure versetzt. Die Losung der Chloride wurde 

18 mit 30°/,iger Goldchloridlésung ausgefallt. Die Fallung, die dlig 

AY war, mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Chloridlésung auf etwa 

i. 15cem eingeengt und wiederum mit Goldchloridlésung versetzt. | 

Je Nach langerem Stehen schied sich ein teils dliges, aber vorwiegend 
krystallines Goldsalz ab. Von diesem wurde abfiltriert. Nach mehr- | 

el maligem Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiure anderte sich 

|- der Schmelzpunkt, der bei 196° lag, nicht mehr. Es lag reguliares 

.. Trigonellinchloraurat vor. Nach Trocknen bei 100° im Vakuum: 

t, 4,429, 3,75 mg Subst.: 1,83, 1,54 mg Au. — 4,429 mg Subst.: 2,94 mg 


CO,, 0,79 mg H,O. — 3,303 mg Subst.: 0,086 ccm N (21°, 760mm). — 
1,304 mg Subst.: 3,235 mg AgJ. Fir C,H,NO,HClAuCI, 
8 Ber. Au 41,3 N 2,9 (N)CH, 3,15 C17,6 4H 1,7 


- Gef. ., 41,3, 41,06  ., 3,02 . 328 , 181 4 1,00 
” Zusammenfassung. 


Trigonellin findet sich im Menschenharn auch bei volliger 
Vermeidung von Kaffee, Tee, Kakao und Nicotin. Es ist demnach 
anzunehmen, daB das Trigonellin ein normaler Harnbestandteil ist. 
n Literatur. 


W. Linneweh u. H. Reinwein, Diese Z. 207, 48 (1932). 
' Kutscher u. Lohmann, Diese Z. 49, 87 (1906). 
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Uber die Fettsiuren der Phosphatide 
und des Neutralfettes der Rindsleber. 


(5. Mitteilung uber Phosphatide.)?) 
Von 
E. Klenk und 0. v. Schoenebeck. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1932.) 


Nachdem es sich herausgestellt hat, daB die atherléslichen 
Gehirnphosphatide neben den allgemein verbreiteten Sauren der 
Cig---- und C,,...-Gruppen noch betriachtliche Mengen der fiir 
die meisten Lebertrane so charakteristischen ungesattigten Fett- 
siuren der Cogy...- und Cy,...-Gruppen enthalten, war es von 
einigem Interesse zu priifen, wie die Verhaltnisse bei den Phos- 
phatiden der Saugetierleber liegen. Allem Anschein nach wird 
ein umfassender Vergleich der Fettstoffe der Lebern von ver- 
schiedenen Wirbeltierklassen und der darin vorkommenden Fett- 
siuren zu Ergebnissen fiihren, die unsere Kenntnis des Fett- 
stoffwechsels der héheren Tiere in wesentlichen Punkten erweitern. 

AuBerdem sollte die Untersuchung auch noch einen Beitrag 
liefern zu der Frage, ob in der Leber, wie heute fast allgemein 
angenommen wird, eine Dehydrierung der Fettsauren zu hoher 
ungesittigten erfolgt. Experimentelle Belege hierfiir hat zum 
ersten Mal Leathes?) beigebracht. Er hat dann die Anschauung 
entwickelt, daB es sich um eine Dehydrierung (Desaturation) der 
Fettsiuren des Nahrungs- und Depotfettes handelt, die auf diese 
Weise von der Leber fiir den weiteren oxydativen Abbau in anderen 
Organen vorbereitet werden sollen.*) 

Die nach dem schon friiher beschriebenen Verfahren?) erfolgte 
Aufarbeitung der Fettsiuren aus 1800 g Leberphosphatiden (aceton- 
feuchtes Material) bzw. 50 kg Rindsleber fiihrte zu folgendem 
Ergebnis: 


1) 4. Mitteilung: Diese Z. 206, 25 (1932). 2) Lancet 1909, I, 593. 
*) Ein Uberblick tiber den heutigen Stand des Problems findet sich in 
einer neueren Arbeit von Bloor u, Snider [J. of biol. Chem. 87, 399 (1930)): 
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Frakt. der Fraktion der Fraktion der 
gesattigten| schwach ungesattigten hoch ungesattigten 
Fettséuren Fettsaéuren _ Fettséuren 
| | Mittlerer Mittlerer 
Methvl- | | Grad der Grad der 
pin Menge {Menge Jod- |  Un- Menge Jod Un- 
| Zahl | gesattigt zahl gesattigt- 
g g | | heit*) g heit *) 
ee | Spur 
75 12 | **) | 16, *** 
eee 163 81 115 | 1,3 83 151 1,7 
a 10 | 207 | 100 253 3,2 
ee 10 53 302 4,1 
Cos ‘ae ee 2 | 











*) Ausgedriickt durch die Zahl der durchschnittlich im Molekiil vor- 

handenen Doppelbindungen. **) Vorwiegend Palmitinsaure. 
***) Vermutlich ungesattigt, jedoch nicht genauer charakterisiert. 

Die fiir die Menge der C,...- und C,,...-Saéuren gefundenen Werte 
sind wahrscheinlich zu niedrig, da die hoch ungeséttigten Sauren bei der 
Destillation sich teilweise polymerisieren. Auch sind bei diesen leicht oxydier- 
baren Substanzen Verluste durch Sauerstoffeinwirkung kaum zu vermeiden, 
obgleich bei der Aufarbeitung alle Operationen so weit wie méglich unter 
LuftausschluB in einer Kohlendioxydatmosphare ausgefiihrt wurden. 


Vor kurzem haben Guha, Hilditch und Lovern!) Angaben 
iiber die quantitative Zusammensetzung der Fettsiuren einer 
ganzen Reihe von Fischleberdlen gemacht. Zum Vergleich ent- 
nehmen wir dieser Arbeit zwei Einzelbeispiele, welche fiir die in 
der Hauptsache aus Triglyceriden bestehenden und wenig Un- 
verselfbares enthaltenden Lebertrane charakteristisch sind, und 
stellen ihnen die entsprechenden fiir die Phosphatide der Rinds- 
leber gefundenen Zahlen gegeniiber (Tabelle nichste Seite). 

Die unter den gesittigten Fettsauren, neben Palmitin- und 
Stearinsdure, in sehr kleinen Mengen angetroffene héher molekulare 
Sidiure (wahrscheinlich Lignocerinséure) muB als Spaltprodukt eines 
sphingomyelinartigen Phosphatidst) aufgefaBt werden, das nur 
unvollstaéndig entfernt wurde. 

1) Biochemic. J. 24, 266 (1930). 

+) Sphingomyelin wurde von Levene [J. of biol. Chem. 24, 69 (1916)] 
aus Leber isoliert. Uber die Natur der Fettséuren war noch nichts bekannt. 
Nach unseren Befunden diirfte es sich vor allem um Lignoceryl-sphingomyelin 
handeln. Moéglicherweise ist das von Thannhauser u. Frankel [Diese Z. 
203, 183 (1931)] im sogenannten Unverseifbaren der Leber aufgefundene 
Lignoceryl-sphingosin ein partielles Spaltprodukt dieses Phosphatids, was 
auch von Thannhauser und Frankel neben anderen Méglichkeiten bereits in 
Betracht gezogen wurde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Phosphatide Dorschlebertran : 5 a ‘ 
: on einer enar 
der Rindsleber (schottisch) (Raia maculata) 
& & 5 | Frakt. d. un- Gesit- | Gesit- 
T 22  gesittigten | tigte | Ungesattigte | tigte | Ungesattigte 
x wi + | (fliissigen) | Fett- | Fettséuren Fett- | Fettsauren 
& ig & | Fettsduren siuren| séuren 
| Mittl. | | Mittl. Mittl. 
| Grad Grad Grad 
Menge | Menge | der Un. | Menge ee Phe Menge | Menge | der Un. 
gesat- gesat- gesat- 
ae 0/,*) 0/, | tigtheit} ¢/, of, | tigtheit oF, o/, | tigtheit 
ye = — ms SS l — - ——.— ———————————— — : 
er Spur 3,5 | 0,5 | 4 | Spur 
Cyg---] 12,5 | 5 | vel | 10 | 15,5 1,0 | 14 | 10,5 | 1,0 
es 27 | obige | 25 | 1,45 | 20,56 | 1,65 
re 18 Tab. 31,5 | 3,05 32,5 | 3,65 
ie isa 10,5 14 | 3,2 18,5 | 4,75 
Cyg...| Spur | | | 

















*) °/, der Gesamtfettsiuren. 


Was die Natur der den einzelnen Gruppen angehorenden un- 
gesaittigten Saduren betrifft, so lassen sich tiber die der C,,.. .- 
Gruppe, deren Vorkommen bis zu einem gewissen Grad wahr- 
scheinlich, aber keineswegs gesichert ist, noch keine genaueren 
Angaben machen. Unter den Séuren der C,,...-Gruppe konnten 
Ol- und Linolsdure festgestellt werden. Letztere ist nach dem 
Schmelzpunkt ihres gut krystallisierten Tetrabromids mit der 
pflanzlichen Linolséure identisch. Unter den Sauren der C,).. .- 
und Cy... .-Gruppen dirften Arachidonsiure (Cy,H3.0,) und Clu- 
panodonsaure (C,.H3,0,) oder eine Isomere vorherrschen. Es be- 
finden sich darunter aber ‘auch noch nicht niéher charakterisierte 
schwicher ungesattigte Fettsauren. 


Uber das Vorkommen von hoch ungesattigten Fettsauren der Cy... .- 
Gruppe in den Leberphosphatiden haben wir in einer vorlaufigen Mitteilung') 
bereits kurz berichtet. Das Vorkommen von Arachidonsaure ist schon lange 
bekannt. Sie wurde zuerst von Hartley”) in den Gesamtlipoiden der Schweine- 
leber und dann von Levene und Simms?) im Lecithin der Rindsleber nach- 
gewiesen. Auf Grund der erwahnten eigenen Befunde war die Richtigkeit 
dieser Angaben aber wieder zweifelhaft geworden und bedurfte der weiteren 
Bestatigung. 

Olsdure war bis jetzt in einigermaBen reinem Zustande noch nicht isoliert, 
doch konnte an ihrem Vorkommen im Leberlecithin nach den Befunden von 





1) Diese Z. 194, 191 (1931). 2) J. of Physiol. 88, 353 (1909). 
3) J. of biol. Chem. 48, 185 (1921); 51, 285 (1922), 
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Levene und Simms kaum gezweifelt werden.. Bei den Untersuchungen von 
Levene und Simms haben sich keine Anhaltspunkte fiir das Vorkommen von 
Linolséure ergeben [dagegen hat sie Hartley unter den Gesamtfettsiuren 
der Schweineleber und Turner!) unter den der Schafleber vorgefunden]. 
Die Fettséuren stimmen also im groBen Ganzen iiberein mit 


den der atherléslichen Gehirnphosphatide. Immerhin sind auch 


deutliche Unterschiede festzustellen. Wahrend bei den Leber- 
phosphatiden die Menge der C,,...-Sauren wesentlich kleiner ist 
als die der Cy )...-Sauren, ist bei den Gehirnphosphatiden das 
Verhaltnis gerade umgekehrt. AuBerdem finden sich in den Leber- 
phosphatiden neben der Olsiure noch betrachtliche Mengen von 
héher ungesattigten Fettsiuren der C,,...-Gruppe, vor allem 
Linolséure. In den Gehirnphosphatiden sind dagegen derartige 
Sduren nicht oder nur spurenweise vorhanden. 

Da die Saugetierleber auBer den Phosphatiden auch Neutral- 
fett enthalt, dessen Menge allerdings normalerweise klein ist gegen- 
iiber derjenigen der Fischleber, so haben wir in unserem speziellen 
Fall auch von diesem Neutralfett nach vdélliger Abtrennung der 
Phosphatide die Zusammensetzung der Fettsiuren ermittelt. Ge- 
nauere Angaben dariiber lagen bis jetzt noch nicht vor (vgl. 
Theis?), sowie Bloor und Snider.’) Dem Ergebnis sei zum 
Vergleich die Zusammensetzung des Rindfettes (Depotfettes) nach 
Banks und Hilditch*) beigefigt. 


























Leberfett (256 g) | Depotfett *) 
Fraktion der Frakt. der) Frakt. der 
g gesattigten Fraktion der ungesittigten | gesittigt. ungesattigt. 
é (festen) (fliissigen) Fettsauren (festen) | (fliissigen) 
& Fettsauren Fettsaur. | Fettsiuren 
~_— rs eaceereas Geko aaieiameopeame eas es nes . - 
a Mittlere 
” Menge Menge Jod- psee eel Menge | Menge 
hl ist- | 
gE */o & °/o = | needs ‘fo | */o 
Ci, Spur | Spur | Spur | Spur 119 | 4,89 
‘ong 44 | 9 | 15 g | + 27,32 | 
as 35 | 20 | 65 | 37 | 114 1,3 21,17 | 40,24 
(+4,34%/, | 
: lsiure) | 
+ eee 14 8 | 200 2,5 Spur | 
"gee Spur Spur} “2 | 1 | 270 | 3,7 




















*) Mittelwerte aus 4 Proben verschiedener Herkunft. 
**) Palmitinséiure und vielleicht eine ungesattigte Fettsiure C,,H,,0, 
(Palmitolsaure oder Zoomarinsaéure der Lebertrane ?). 


2) J. of biol. Chem. 76, 107 (1928). 
4) Biochemic, J. 25, 1168 (1931). 
R* 


1) Biochemic. J. 24, 1327 (1930). 
3) J. of biol. Chem. 87, 399 (1930). 
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Demnach enthalt das Leberfett ebenfalls ungesiattigte (und 
zwar vorwiegend hoher ungesattigte) Fettsiuren der C,,...- und 
C,....-Gruppen. Ihre Menge ist aber geringer als bei den Phos- 
phatiden, so daB die Zusammensetzung sich der des Depotfettes 
nihert. Diese gréBere Ahnlichkeit mit dem Depotfett macht sich 
auch bei den gesittigten Fettsiuren bemerkbar. So ist in den 
Phosphatiden die Menge der Stearinséure gréBer als die der 
Palmitinsiure. Beim Leberfett dagegen ist das Verhaltnis wie im 
Depotfett zugunsten der Palmitinsiure verschoben. 


Die Anschauung von Leathes iiber die besondere Funktion 
der Leber im Fettstoffwechsel setzt voraus, daB eine Einwanderung 
von Depot-(oder Nahrungs)fett in die Leber nicht nur unter ab- 
normen, sondern auch unter physiologischen Bedingungen erfolgt. 
Diese Annahme scheint berechtigt und auch die hier festgestellte Zu- 
sammensetzung des Leberfettes steht damit durchaus im Einklang. 
Gegen die weitere Annahme einer in der Leber erfolgenden De- 
hydrierung (Desaturation) der Fettsiuren des eingewanderten 
Fetts, welche vor allem durch die auffallend hohen Jodzahlen 
der Fettsiuren der Leberlipoide gegeniiber den des Depot- und 
Nahrungsfettes begriindet wird, ist aber einzuwenden, da nach 
den vorliegenden Befunden die hohen Jodzahlen in erster Linie 
von hoch ungesattigten Fettsauren der Cy) ...- und Cy... .-Gruppen 
herrihren. Diese werden jedoch gewif nicht durch Dehydrierung 
der Fettsiuren des Depot- und Nahrungsfettes entstehen, die so 
gut wie ausschlieBlich C,,...- und C,,...-Séuren sind. 


Es ist noch darauf hinzuweisen, daf iiberall wo bis jetzt bei 
den Wirbeltieren mehrfach ungesittigte Fettséuren in nennens- 
werten Mengen vorgefunden und niher untersucht wurden, sie 


wie hier den Cyg...-, Cop...- und Cy....-Gruppen angehorten. 
RegelmiBig sind alle drei Gruppen nebeneinander vorhanden, 
wobei in den typischen Fallen die C,)...- und Cg. . .-Sauren 


vorherrschen, unter Umstiinden so weitgehend, daB demgegen- 
iiber die Menge der C,, .. .-Saéuren verschwindend klein ist.*) Sie 
unterscheiden sich so in sehr charakteristischer Weise von den 


*) Das Depotfett der landlebenden Saugetiere enthalt normalerweise 
nur sehr geringe Mengen von mehrfach ungesittigten Fettsiuren. Enthilt 
das Futter des Tieres jedoch reichliche Mengen von stark ungesattigten 
pflanzlichen Olen, so reichert sich im Depotfett Linolsiure an, so daB dann 
unter den mehrfach ungesattigten Fettsiuren die C,, ...-Sauren gegeniiber 
den Cy)... und C,,...-Saéuren vorherrschen. 
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mehrfach ungesattigten Fettséuren pflanzlichen Ursprungs, wo 
es sich durchweg um Sduren der C,,...-Gruppe handelt.*) 


Darstellung des Ausgangsmaterials. 

Zur Verarbeitung kamen insgesamt 50 kg frische Rindsleber. 
Sie wurde durch eine Fleischhackmaschine getrieben und der 
Organbrei mit der 1,5fachen Menge Aceton gut durchmischt. Nach 
24stiindigem Stehen saugte man auf einer groBen Nutsche ab, 
extrahierte das jetzt bereits weitgehend entwisserte Material mit 
kaltem Aceton in einem groBen Soxhletapparat unter Benutzung 
des Verlangerungsstiickes!), wobei Neutralfett und Cholesterin, 
aber auch ein betrachtlicher Teil der Phosphatide in Lésung gingen. 

Die Acetonlésung wurde soweit wie mdéglich eingeengt, das 
Fett in Petrolather aufgenommen und die waBrige Schicht im 
Scheidetrichter abgetrennt. Aus der stark eingeengten petrol- 
itherischen Lésung lieB sich durch Fallung mit Aceton und mehr- 
facher Wiederholung des Verfahrens der groéBere Teil der in Lésung 
verbliebenen Phosphatide abtrennen. 

Die Hauptmenge der Phosphatide erhielt man durch er- 
schépfendes Auskochen des nach der Acetonextraktion im Vakuum 
unter gelindem Erwarmen getrockneten Organpulvers mit einem 
Gemisch von Chloroform und Methylalkohol (1:1). Den nach 
méglichst weitgehendem Abdampfen des Lésungsmittels (gegen 
Ende im Vakuum) verbliebenen Riickstand léste man in wenig 
Ather auf, engte wieder etwas ein und fallte die Phosphatide mit 
Aceton. 


Bei einem kleineren Teil des Materials wurde so vorgegangen, da8 man 
zunéchst mit Ather im Soxhletapparat und dann mit Alkohol erschépfend 
extrahierte. Die weitere Aufarbeitung der Extrakte erfolgte wie oben. 


Gesamtmenge der so gewonnenen Phosphatide (acetonfeuchtes 
Material) 1800 g. 

Zur Darstellung des Neutralfettes wurde das aus den Aceton- 
Ather- bzw. Aceton-Petrolitherlésungen erhaltene Material ver- 
einigt, und die letzten Reste der Phosphatide nach Bloor und 
Snider?) (Fallung mit Calciumchlorid aus einer Lésung des Fettes 
in wasserfreiem Aceton) abgetrennt. Menge des vollig phosphor- 
freien Materials 278 g. 





*) Soweit ersichtlich, ist bis jetzt nur ein Ausnahmefall bekannt: das 
Fett gewisser Meeresalgen, das nach Tsujimoto [Chem. Umschau 82, 125 
(1925)] hoch ungesattigte Fettsauren der C,....-Gruppe (C,,.H,,0, bzw. 
Cy9H3,0.) enthalt. 


1) Diese Z. 166, 272 (1927). 2) J. of biol. Chem. 87. 399 (1930). 
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Die Untersuchung der Fettsauren erfolgte in enger Anlehnung 
an das bei den atherléslichen Gehirnphosphatiden benutzte Ver- 
fahren.) 

Die Leberphosphatide. 


Zur Spaltung léste man die Phosphatide in Portionen von 
100—200 g in dem doppelten Volumen heiBen Alkohols, figte 
das 2,5—8fache Volumen etwa 3 n-alkoholischer Kalilauge hinzu 
und kochte 2 Stunden unter RiickfluB.*) Die Luft wurde durch 
einen maBigen Wasserstoffstrom aus der Apparatur verdrangt. 
Die nach dem Ansauern mit verdiinnter Salzsiure durch Aus- 
schiitteln mit Ather gewonnenen und durch nochmaliges Aufnehmen 
in Petrolither von Wasser und Alkohol befreiten Fettséiuren zer- 
legte man durch kombinierte Anwendung von Tsujimotos 
Lithiumsalz—Acetonmethode?) und Twitchells Bleisalz—Alkohol- 
methode*) in die Fraktionen der gesittigten, der schwach un- 
gesittigten und der hoch ungesiattigten Fettsaiuren. 

Bei dieser Aufarbeitung des Fettsiuregemisches lieBen sich geringe Mengen 
(etwa 13 g) eines in Ather und heiBem Aceton sehr schwer léslichen Phos- 
phatides von sphingomyelinartigem Charakter abtrennen. Die aus Alkohol und 
Pyridin umkrystallisierte, weiBe Substanz (3,5 g) schmolz bei 156—157°, begann 
jedoch schon bei 80° zu sintern (Ubergang in den fliissig-krystallinen Zustand). 
Die Molischsche Probe war negativ. Die Substanz enthielt also keine Cere- 
broside. 

22,8 (36,5) mg Subst.: 3,57 (5,60) cem n/100-Saure (Mikrokjeldahl nach 
Pregl). — 30,0mg Subst.: 89,4mg Strychninphosphormolybdat (nach 
Embden). 

Gef. N 2,19 (2,15) P 3,34 P:N = 1: 1,49. 


1,0 g wurden mit methylalkoholischer Schwefelséiure gespalten.*) Menge 
der Fettsiureester 0,43 g. Davon hatten sich 0,29g beim Abkiihlen aus- 
geschieden (Schmelzp. 55°). Der Rest wurde durch Ausschiitteln mit Petrol- 
aither gewonnen. Der Hauptteil wurde wiederholt aus Methylalkohol um- 
krystallisiert und verseift. Freie Siure (aus Aceton umkrystallisiert) 0,14 ¢g. 
Schmelzp. 79,5—80° Glanzende Blattchen. 


57,2 mg Subst.: 1,58 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
C.,H,,0,  Aquiv.-Gew. Ber. 368,4 Gef. 362. 





*) Die fiir die atherléslichen Gehirnphosphatide ausgearbeitete Spalt- 
methode bietet hier keine Vorteile, da das Material zum Unterschied von den 
Gehirnphosphatiden sich in heiBem Alkohol leicht lést und protagonartige 
Substanzen nur in sehr geringen Mengen vorhanden sind. 

1) Diese Z. 200, 51 (1931); 206, 25 (1932). 

2) A. Griin, Analyse d. Fette u. Wachse. J. Springer, Berlin 1925, S. 245. 

3) Ebenda, S. 221. 

4) Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. 
J. Springer, Berlin 1930, S. 19. 
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Menge des Sphingosinsulfats (Rohprodukt) 0,44 g. 
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Die aus Methyl- 



























































ug 
ms alkohol umkrystallisierte Substanz schmolz bei 220° unter Zersetzung. Fiir 
die aus Cerebrosiden gewonnenen Produkte findet man meist einen etwas 
hoheren Zersetzungspunkt (240—250°). 
Das Phosphatid war demnach keineswegs einheitlich. In der Haupt- 
sache diirften Lignoceryl-sphingomyelin und partielle Spaltprodukte desselben 
‘a vorgelegen haben. 
e 
- Die Fraktion der gesattigten Fettsiuren. 
h 244 g. Die Methylester wurden im Apparat von Jantzen 
t. und Tiedcke?) bei einem Druck von 0,6—1,0 mm Hg fraktioniert 
S- destilliert. 
n 
., Methylester Freie Sduren 
YS Menge| | ee |aus Acetonum- oe Aquiv.- 
a Menge Schmp. 10; Schmp. Aquiv.- | krystallisiert P! Gew 
VE | Gew. po i Sae 
1- Ester | | Schmp. | Aquiv.- 
g °C g °C | } °C Gew. °C ber. 
. | | CygH0s 
8- 1 | 24,3 | 24,5 | 0,87 | 59 257 60 258 62,5 | 256,3 
id 2] 35,7 | 26 0,82 | 56 260 | 
in 3} 13,1 | 29 0,83 | 57 267 58,5 | 277 | 
). 41 11,9 | 29 | 0,88 | 58,5 | 270 | 
4 5] 14,5 | 34 0,87 | 65,5 273 | | 
6] 17,9 | 37 | 0,89 | 68 282 C,H. 
' 7 | 22,1 | 38,5 | 0,91 | 69 | 280/283 70 | 283 | 69,2 | 284,3 
| 8 | 25,3 | 38,5 1 | 
h 9] 27,4 | 38,5 } | 
10 | 28,7 | 39 ! | 
11] 8,3 | 39 | © 286 | 70 | 282 | 
. 12] 11,4 | 36 | 0,78 | 635 | 294 | 64 | 308 | 
3- 
| l 2 3 4 5 | 6 | 7 11 | 12 
_ — A ——————— — — ~ —— 
‘ Einwage, mg Substanz*) 
32,2 | 42,4 | 60,1 | 61,4 | 41,5 | 53,1 | 50,4/59,1 | 47,5 | 53,3 
(57,0) (39,9) (34,4) (57,6) | (55,5) 
, Verbrauch, ccm n/10-alkoholischer Lauge 
) 1,25 | 1,63 | 2,25 | 2,28 | 1,52 | 189 | 1,80/2,09 | 1,66 | 1,81 
(2,21) (1,44) (1,22) (2,04) | (1,80) 


























*) Die eingeklammerten Zahler beziehen sich auf die aus Aceton um- 
krystallisierte Substanz. 


Die durch ein in die siedende Fliissigkeit eintauchendes Thermometer 
wahrend der Destillation gemessenen Temperaturen waren 174—185°. Frak- 
tion 12 wurde durch Destillation des in der Apparatur verbliebenen Riick- 
standes im Claissenkolben erhalten. Riickstand 8,6 g. 








1) J. prakt. Chem. 127, 277 (1930). 
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Fraktion 1 war so gut wie reine Palmitinséure. Um fest- 
zustellen, ob noch eine niedriger molekulare Saéure beigemischt 
ist, wurden durch nochmalige Destillation des Esters in einem fiir 
kleinere Mengen geeigneten Apparat?) als niedrigst siedender Anteil 
1,5 g abfraktioniert. Daraus freie Saiure, Schmelzp. 59°. Aquiv.- 
Gew. 255 (52,4 mg Substanz verbrauchten 2,06 cem n/10-alko- 
holische Lauge). Niedriger molekulare Saéuren waren demnach 
nicht vorhanden. 


In Fraktion 7—11 handelte es sich um Stearinsdéure. Frak- 
tion 12 (J.-Z. 9,2; 74,7 mg Substanz verbrauchten 0,538 ecem n/10- 
Bromlésung) enthielt auBer Stearinsiure offenbar noch eine hoher 
molekulare Séure. Diese Fraktion wurde deshalb noch weiter 
untersucht und die Hauptmenge des Stearinsiuremethylesters 
durch Destillation abfraktioniert. Der Riickstand (2,1 g) schmolz 
bei 43°. J.-Z. 18 (59,0 mg Substanz verbrauchten 0,86 cem n/10- 
3romlésung). Daraus freie Séiure, Schmelzp. 66,5°, Aquiv.-Gew. 825 
(39,4 mg Substanz verbrauchten 1,215 cem n/10-alkoholische Lauge). 
Der daraus wieder dargestellte und wiederholt aus Methylalkohol 
umkrystallisierte Methylester schmolz bei 54—55°. Daraus freie 
Siure, Schmelzp. 76,5°. 

43,8 mg Subst.: 1,175 cem n/10-alkoholische Lauge. 

C,,H,,0, Aquiv.-Gew. Ber. 368,4  Gef. 372. 


Menge der Methylester in Gramm (annahernde Schatzung auf 
Grund des Aquivalentgewichts der einzelnen Fraktionen). 





1 2 3 4 5 6 8 9 | 10 [11] 12 [Summe 


~I 


















































C,,.-- |24,3]30,56]7,79|5,78]5,52| 1,34 75,3 
Eins 5,14|5,31| 6,12| 8,98] 16,56 | 22,1] 25,3] 27,4128.718.319,35| 163,3 
sia 2,05} 2,1 


Die Fraktion der schwach ungesattigten Fettsauren. 


132 g. Die Methylester wurden im Apparat von Jantzen 
und Tiedcke bei 0,7—0,9 mm Hg fraktioniert destilhert (Tab. 
nichste Seite.) 


Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen Temperaturen 
waren 172—250°. Fraktion 9 und 10 wurden durch Destillation des in der 
Apparatur verbliebenen Riickstandes im Claissenkolben erhalten. Riick- 
stand 5,6 g. 


1) Diese Z. 200, 57 (1931). 
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Die Fraktionen 1—9 waren leicht fliissige, farblose oder nur schwach gelb 
gefarbte Ole. Fraktion 10 war ein dickfliissiges, stark gefarbtes 01, das beim 


langeren Stehen teilweise erstarrte. 


Zersetzungsprodukten und Cholesterin bestanden haben. 


Sie diirfte wohl in der Hauptsache aus 





















































_Methylester | _ Hydrierte Sauren_ ; 
yong — e ee +4 - Aquiv.- 
"| 8 oc . | ‘ 
Menge Jodzahlj 1,0 g | | Schmp. Gee. | 2 rena comp: | Gew. 
Ester | | Schmp. Aquiv.- 
g eS i “| °C | Gew. °C ber. 
| C,¢H520, 
1] 12,3 52 | 0,78 | 52 262 58,5 | 275 62,5 256,3 
2] 12,0 83 | 0,83 | 64 282 
3] 12,7 98 | 0,87 | 68 281 
4] 12,4 108 | 0,90 | 69 285 C, gH 3.02 
5 | 14,0 115 | 0,95 | 70 284 70 287 69,2 284,3 
6 | 14,1 118 0,90 69,5 284 | | 
7 | 13,8 132 | 0,88 | 67 288 | | 
8 | 7,4 |183/176] 0,83 | 65 296/300 | Cy9H 4.02 
9} 14,1 207 | 0,73 | 68 a 71 «=| «9324 |74,8—75,1| 312,4 
CopH 4402 
10 | 2,4 |144/144 ! 80—80,5 | 340,4 
1 | 2 iE 3 | a|5 | 6 | 7 7 s |. 9 | 10 
* Binw age, mg ine 
36,2 [41,4 [49,1 | 42,3 [34,9 [35,1 |35,3 | 34,7/34,6 | 35,7 | 25,4/26,2 


cem n/10-Bromlésung 























1,49| 2,70] 3,79] 3,59] 3,16] 3,26] 3,69] 5,00/4,79 | 5,83 | 2,89/2,98 
Einwage, mg Substanz 
58,9 140,8 |34,1 ]61,5 [63,5 [30,4 [38,8 | 62,4/53,5 | 49,8/51,0 
51,4) (58,5) (44,3) 
Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Lauge 

2,25] 1,45] 1,22] 2,16] 2,24] 1,07] 1,35] 2,11/1,78 em 
(1,87) (2,04) 

Die (C,,...-Sauren. Fraktion 1 enthielt nach den vor- 


liegenden Daten betrachtliche Mengen C,,. . .- 


Sauren. Die niedrige 


Jodzahl spricht dafiir, da8 es sich um Palmitinsiure handelte, 
doch ist auch das Vorhandensein von entsprechenden ungesittigten 
Fettséuren nicht ganz auszuschlieBen. 


Die 


Cis eee . 
und 1,0 g davon bromiert. 


Schmelzp. 234° unter Zersetzung. 


-Sauren. Fraktion 4, 5 


Zur genaueren Charakterisierung der Saéuren wurden 18,5 g 


und 6 wurden vereinigt 
Atherunlislicher Bromkérper 0,06 g, 
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Ester mit 100 cem etwa 1 n-alkoholischer Kalilauge verseift und 
das beim Abkiihlen der Lésung auf —10° ausgefallene Kaliumsalz 
der Olsiure abgesaugt. Daraus erhielt man 7,2 g freie Saiure. Die 
Substanz enthielt noch eine geringe Menge Stearinsaure, die nach 
Twitchell durch Fallung mit Bleiacetat aus alkoholischer Lésung 
abgetrennt wurde. Es verblieben noch 5,5 g Olsaure, die man durch 
Umkrystallisieren des Bariumsalzes aus 5°/, Alkohol enthaltendem 
Benzol weiter reinigte. SchlieBlich destillierte man die Saure (8,4 ¢) 
unter stark vermindertem Druck. Vorlauf 0,5 g. Hauptfraktion 
2,1 g. Farbloses Ol, das beim Abkiihlen in Eis krystallin erstarrte. 
Schmelzp. 9,5°. Reine Olséure schmilzt bei 12°. 

95,7 mg Subst.: 3,37 cem n/10-alkoholische Lauge. — 33,0 mg Subst.: 
2,48 ccm n/10-Bromlésung. 

C,,H,,0, Aquiv.-Gew. Ber. 282,3 Jodzahl 89,9 
Gef. 284 95 

Der aus dem Filtrat des abgeschiedenen 6lsauren Kaliums 
durch Ansiuern und Ausschiitteln mit Petrolather gewonnene 
Anteil wurde bromiert. 

a) Atherunléslicher Bromkérper 0,71 g. Schmelzp. 280° unter 
Zersetzung. 

3,202 mg Subst.: 2,038 mg Brom. Gef. Br 63,6. 

0,59 g davon entbromte man und hydrierte anschlieBend die 
regenerierte Saure. 0,17 g. Schmelzp. 64°. Aquiv.-Gew. 297 
(34,0 g Substanz verbrauchten 1,145 ccm n/10-alkoholischer Lauge). 
Die aus Aceton umkrystallisierte Substanz schmolz bei 65°. Eine 
Mischprobe mit Stearinséure (Mischungsverhiltnis 1:1) zeigte den 
Schmelzp. 63°. Es trat also eine deutliche Depression auf. 


39,9 mg Subst.: 1,335 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. 299. 


Der aus der Saure dargestellte und aus Methylalkohol um- 
krystallisierte Methylester schmolz bei 43,5° (Schmelzpunkt des 
Stearinsiuremethylesters 39°, Schmelzpunkt des Methylesters der 
n-Eicosansiure 44,5—45°). 

Demnach diirfte hier ein Gemisch von Stearinséure und 
n-Kicosanséure vorgelegen haben, und der atherunlésliche Brom- 
kérper bestand offenbar zur Halfte aus dem Octobromid der 
Arachidonsiaure, obgleich die urspriinglichen Fraktionen 4, 5 und 6 
bei der Hydrierung Stearmsaure von sehr hohem Reinheitsgrad 
ergaben.. . 

b) Atherléslicher Bromkérper 8,65 g. Man loste in 2—83 cem 
Essigester und fiigte 15—20 ccm heiBes Benzin (Siedep. 70—80°) 
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hinzu. Beim Abkihlen fiel das gut krystallisierte, jedoch noch 
nicht vollig reine Tetrabromid der Linolséure aus (1,3 g). Schmelz- 
punkt 114° (ohne vollig klar durchzuschmelzen). Zur weiteren 
Reinigung wurde ein Teil der Substanz wieder in Essigester auf- 
genommen, vom Ungeldsten abfiltriert und wie oben das Tetra- 
bromid zuriickerhalten Schmelzp. 113,5—114°. Das Tetrabromid 
der Linolséure schmilzt bei 114°. 


2,965 mg Subst.: 1,582 mg Brom. 
C,,H,.Br,0, (600,03) Ber. Br 53,28 Gef. Br 53,4. 
Durch Entbromen von 1,0 g des noch nicht ganz reinen Tetra- 
bromids wurden 0,4 g Linolséure erhalten. 


26,4 mg Subst.: 3,825 ccm n/10-Bromlésung. 
C,;H3,0.2 Jodzahl Ber. 181 Gef. 184. 


Die Hydrierung ergab reine Stearinsiure. 0,35 g. Schmelz- 
punkt 69—69,5°. Aquiv.-Gew. 287 (45,7 mg Substanz verbrauchten 
1,595 cem n/10-alkoholischer Lauge). Schmelzpunkt der aus Aceton 
umkrystallisierten Saure 69,5—69,7°. 


44,6 mg Subst.: 1,57 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. 284. 


Die C,)...- und C,,...-Sauren, die vor allem in Fraktion 9 
vorhanden waren, wurden nicht naher untersucht. 


Menge der Methylester in g. 








1 2 3 4 5 6 7 8 9 |Summe 








i 9,591 0,90 | 1,32 11,8 
2,71] 11,10 | 11,38 | 12,4] 14,0] 14,1] 11,88] 3,62 81,4 

1,92] 3,78 | 4,36| 10,1 
, 9.74] 9,7 
































Die Fraktion der hoch ungesattigten Fettsauren. 


Da urspriinglich befiirchtet wurde, daB wahrend der mehrere 
Stunden dauernden fraktionierten Destillation im Apparat von 
Jantzen und Tiedcke eine weitgehende Polymerisierung der 
hoch ungesattigten Fettsiuren erfolge, erschien es zweckmaBig, zur 
vorlaufigen Orientierung zunachst das hydrierte Fettsauregemisch 
in die Komponenten zu zerlegen. Ein Teil der auf die tbliche Weise 
hergestellten Methylester (entsprechend 152 g hoch ungesattigter 
Sauren) wurde deshalb (zur Entfernung von den Palladiumkataly- 
sator vergiftenden Beimengungen) in kleinen Portionen, ohne zu 
fraktionieren, bei stark vermindertem Druck im Claissenkolben 
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tee 


destilliert, das Estergemisch hydriert und die hydrierten Ester im 
Apparat von Jantzen und Tiedcke unter Verwendung einer 
engen Capillare (6—10 Tropfen Destillat in der Minute durch- 
lassend) bei 0,4A—0,6 mm Hg fraktioniert. 












































| Methylester_ eS Freie Sauren ree | 
| Menge aus Aceton um- A 
| aus Aquiv.- | krystallisiert Schmp. *4UV- 
Menge Schmp. | 1,5 g | Schmp. 5: gph _ _ , | Gew, 
Ester Gew. | Schmp.|Aquiv.- | 
g oC g °C °C | Gew. °C | ber, 
; | C,6H320, 
1 | 11,3 |flissig | 1,01 | 56 | 271 | 62,5 256,3 
2] 9,6) 32 1,20) 65 | 278 | C,5H5,0> 
3 | 28,1 | 33 1,25 | 66,5 | 286 67,5 | 288 69,2 | 2843 
41 17,1 | 39 118 | 64 | 295 | Cop H 490. 
5 1 17,9 | 42 1,25 72 307 74 | 311 | 74,8—75,1 312.4 
6] 31,5 | 45 1,25 | 72 311/309 | 72 | 313 
7} 8,1 | 47 1,30 | 71 325/326 || C..H,,0. 
8 | 10,4 | 52 1,35 79 | 337 | 79 | 338 80—80,5  340,4 
9 | 10,5 | 52 1,30 | 80 | 343 | 80 | 340 
10 | 2,3 | 50,5 | 0,92 | 80 | 340/338) 80,5 340 
1lelsdais 6 | 7 s | 9 10 











Einwage, mg Substanz 


50,0 [50,5 | 50,5 |53,5 | 51,2 | 29,8/30,0 | 32,9/30,0 | 52,8 | 50,9 | 30,5/51,4 


(52,0) (52,5) | (50,8) (53,4) |(52,0) | (50.0) 


Verbrauch, ccm n/10-alkoholische Lauge 
1,85] 1,83] 1,77] 1,82] 1,67 | 0,96/0,97 | 1,01/0,92 | 1,57] 1,48 | 0,90/1,2 
(1,81) (1,69)| (1,62) (1,58)| (1,53)} (1.47) 





























Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen Temperaturen 
waren 160—230°. Die Fraktionen 8, 9 und 10 wurden durch Destillation des 
in der Apparatur verbliebenen Riickstandes in dem kleineren Fraktionier- 
apparat gewonnen. Riickstand 5,25 g. 

Fraktion 1 war offenbar in der Hauptsache Palmitinsaure. 
Doch konnte auch durch nochmalige fraktionierte Destillation von 
6,5 g Ester die reine Saure nicht gewonnen werden. Aus der niedrigst 
siedenden Fraktion (0,98 g) wurde eine Siure vom Schmelzp.49—50° 
erhalten. 

56,8 mg Subst.: 2,28 cem n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. 249. 

Wahrscheinlich war hier der Palmitinsiure noch eine geringé 

Menge einer niedriger molekularen Saure (Myristinsaure) beigemischt. 
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Fraktion 3 war nahezu reine Stearinsiure. Fraktion 5 und 6 
n-Eicosanséure. Von Fraktion 5 wurden 5g des Esters 7 mal 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 45,5°. Die daraus 
erhaltene aus Aceton umkrystallisierte freie Siaiure schmolz bei 
75,1°. Eine Mischprobe mit n-Eicosansdéure (Schmelzp. 75°) zeigte 
keine Schmelzpunktsdepression (Mischungsverhiltnis 1:1). 


53,3 mg Subst.: 1,72 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
Aquiv.-Gew. 310. 


Fraktion 9 und 10 waren n-Docosansiure (Behenséure). Hoéher 
molekulare Saéuren fehlen. 


Menge der Methylester in g. 












































1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 | Summe 
C,\4...-]| Spur Spur 
Cig. ++] 4,90 | 1,93 6,8 
Cig---] 6,40 | 7,67 | 28,1] 10,35] 3,10 55,6 
6,75 | 14,80] 31,5 | 4,15 57,2 
aa 3,95 | 10,4] 10,5] 2,3 | 27,2 


Der andere Teil der Methylester (entsprechend 135 g hoch 
ungesdttigter Sauren) wurde ohne vorangehende Hydrierung im 
Apparat von Jantzen und Tiedcke unter Anwendung einer 
weiteren Capillare (20—30 Tropfen Destillat in der Minute durch- 
lassend) bei 0,5—0,9 mm Hg fraktioniert destilliert. 





ee 






































i Methylester Hydrierte Sauren | 
Menge | aus Aceton k 
aus Aquiv.- | umkrystallisiert —" 
Menge |Jodzahl} 1,0 g | Schmp. Aquiv.- |“ — Schmp. | Gew. 
Kster Gew. | Schmp.| Aquiv.- 
g g °C | °C | Gew. oC ber. 
nn — | ) pies a <= = 
l 6,5 165 ! | C,.H3,02 
2} 9,67; 151 | 0,66 | 66,5 281 68 | 283 69,2 284,3 
3] 11,3 165 0,75 65 | 280 | 
4] 4,93} 172 | 0,79 | 64 | 292 64 290 | 
5} 10,6 | 211 0,79 | 64 | 302 | | 
6] 11,5 | 229 | 0,89 | 70 308 72 | 309 CopH yoo 
7 | 11,8 253 0,86 73 | 3808 | 75 | 312 |74,8—75,1| 312,4 
8 | 11,2 248 0,85 70,5 | 319 | 71,5 316 | 
91 10,3 | 276 | 0,95 | 70,5 | 328 | 71,5 | 322 
11} 11,5 266 0,75 79 | 355 || 80,5 | 339 80—80,5) 340,4 
2] 6,7 | 203 | | 
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Einwage, mg Substanz 


25,4 | 41,2 | 28,0 | 32,1 | 20,3 | 25,8 | 31,7 | 31,0 | 203 |13,4 [142 | 23; 


ccm n/10-Bromlésung 


3,24] 4,88] 3,63] 4,34] 3,37] 4,63] 6,31] 606] 4,42] 3,19] 2,98] 37 


Einwage, mg Substanz 
36,7 | 43,7 | 41,2 | 46,1 [42,4 | 25,8 | 32,4 [42,3 | 465 | 35,1 
(20,6) (54,7) (24,9) | (35,2) |(58,8) | (34,9) | (32,6) |(30,1) 
Verbrauch, ccm n/10-alkoh. Lauge 


1,31] 1,56] 1,42] 1,53] 1,38] 0,84] 1,02] 1,29] 1,365] 0,99 
(0,73) (1,89) (0,81)} (1,13)] (1,86)| (,09)| (0,97)} (0,89) 



































Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen Temperaturen 
waren 170—250°. Die Fraktionen 11 und 12 wurden durch Destillation des 
in der Apparatur zuriickgebliebenen Riickstandes im Claissenkolben erhalten. 
Riickstand 10,4 g. 

Die Fraktionen 1—11 waren leicht fliissige, etwas gelb gefarbte Ole. Frak- 
tion 12 war ein stark gelb gefarbtes, dickfliissiges Ol, das beim langeren Stehen 
teilweise erstarrte. Sie diirfte wohl in der Hauptsache aus Cholesterin und Zer- 
setzungsprodukten bestanden haben. 

Die C,,...-Séuren. Nach der vorangegangenen Unter- 
suchung des hydrierten Sauregemisches muBten Saéuren der C,,. . .- 
Gruppe in Fraktion 1 sich vorfinden. Die hohe Jodzahl dieser 
Fraktion macht es sehr wahrscheinlich, daf es sich um ungesattigte 
Séuren und nicht um Palmitinsiure handelte. Indessen waren 
endgiiltige Beweise dafiir nicht beizubringen. 

Bei einem Hydrierungsversuch nahm der Ester, wahrscheinlich infolge des 
Vorhandenseins einer den Katalysator vergiftenden Verunreinigung, nur sehr 
wenig Wasserstoff auf. Die Bestimmung der Verseifungszah] ergab den 
Wert 223 (0,5440 g Substanz verbrauchten 4,34 ccm n/2-alkoholische Lauge), 
der ungefahr der Verseifungszahl des Myristinséure- bzw. Palmitinsaure- 
methylesters entspricht (berechnet 232 bzw. 207). Die aus dem Ester durch 
Verseifung und Abtrennung von etwa vorhandenen unverseiften Produkten 
erhaltene freie Séure (fliissig) zeigte aber auffallenderweise das sehr hohe 
Aquiv.-Gew. von 309 (19,5 mg Substanz verbrauchten 0,63 ccm n/10-alko- 
holische Lauge). 

Die C,g...-Sauren. Da Fraktion 2 bei der Hydrierung zu 
nahezu reiner Stearinsiure fiihrte, ergibt sich der mittlere Grad 
der Ungesiattigtheit der C,,...-Siuren aus der Jodzahl dieser 
Fraktion. : 

1,0 g Ester wurden bromiert. a) Atherunléslicher Bromkérper. 
0,1 g. Schmelzp. 2836—287° unter Zersetzung. 


Br 66,2. 


3,320 mg Subst.: 2,199 mg Brom. Gef. 
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b) Atherléslicher Bromkérper. Die Menge war gering. 

c) Petrolétherléslicher Bromkérper. 1,90 g. Gelbes, zih- 
fliissiges Ol. Entbromen und Verseifen fiihrte zu 0,85 g ungesittigter 
2358 Sdure. 

50,9 mg Subst.: 4,92 ccm n/10-Br-Lésung. Jodzahl 123. 

In einem anderen Versuch wurde die aus 5,4 g Ester gewonnene 
freie Sdéure bromiert. a) Atherunléslicher Bromkérper. 1,05 g. 
Schmelzp. 280—283° unter Zersetzung. Die Entbromung und 
Hydrierung fiihrte zu einer Séure (0,23 g) vom Schmelzp. 64,5° 
bzw. (nach Umkrystallisieren aus Aceton) 65°. 

34,7 mg Subst.: 1,17 ccm n/10-alkoholische Lauge. — 37,6 mg Subst. 
(umkrystallisiert): 1,24 ccm n/10-alkoholische Lauge. 

n Aquiv.-Gew. 296 bzw. 303. 

Demnach sind die atherunléslichen Bromkérper Polybromid- 

cemische von C,g...- und C,,).. .-Sauren. 


7 b) Atherléslicher Bromkérper (Tetrabromid der Linolsiure). 
0,38 g. Schmelzp. 110°. Die Substanz wurde aus wenig Essig- 
ester enthaltendem Benzin (Siedep. 70—80°) umkrystallisiert. 
Nadeln. Schmelzp. 114,5—115°. 


3,332 mg Subst.: 1,795 mg Br und 0,012 mg Asche. 
Gef. Br 53,9 Asche 0,36. 


r 

e Die Versuche zeigen, da trotz der relativ hohen Jodzahl 
Olsiure der Hauptbestandteil der Fraktion 2 war. Die hohe Jod- 
zahl ist nur zu einem kleineren Teil auf die Anwesenheit von Linol- 

, siure, 1m wesentlichen auf noch héher ungesattigte Fettsdiuren 

r (darunter auch Arachidonsaure) zuriickzufiihren. 

Die Cyy...-Sauren. Der mittlere Grad der Ungesiattigtheit 

‘ dieser Séuren ergibt sich aus der Jodzahl der Fraktion 7, die bei 

' der Hydrierung zu n-Eicosanséure von hohem Reinheitsgrad fihrte. 

1 1,0 g dieser Fraktion wurden bromiert. a) Atherunldéslicher 


, Bromk6rper. 0,93 g. Schmelzp. 242° unter Zersetzung. Nach 
Brown!) schmilzt das Octobromid des Arachidonséure-methylesters 
bei 232°, doch waren dem Praiparat von Brown sehr wahrschein- 
lich noch entsprechende Bromkérper von Sauren der Cgo.. .- 
Gruppe beigemengt. 

3,000 mg Subst.: 2,029 mg Br. 


C,,H,,Br,0. (957,65) Ber. Br 66,77 
C,H 9Br, 90. (1115,48) 1» 9 71,61 
Gef. ,, 67,6. 


1) J. of biol. Chem. 80, 455 (1928). 
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Der Bromgehalt ist fiir das Octobromid des Arachidonsiure- 
methylesters etwas zu hoch. Ein vollig reines Produkt lag also 
auch hier nicht vor. Doch kann der zu hohe Bromgehalt nicht 
durch eine Beimengung von Polybromiden der Cg. . . .-Saéuren ver- 
ursacht sein. 

b) Atherléslicher Bromkérper. 1,53 g. Feste Substanz. Die 
Entbromung und Verseifung fiihrte zu 0,40 g Saure. 

47,0 mg Subst.: 8,07 cem n/10-Bromlésung. 

Jodzahl 219. 

c) Petrolatherléslicher Bromkérper. Dunkles, zahfliissiges 0). 
Die Entbromung und Verseifung fiihrte zu 0,28 g Saure. 

33,5 mg Subst.: 4,75 ccm n/10-Bromlésung. 

Jodzah! 181. 

Die Cy....-Sauren. Fir die Beurteilung des mittleren 
Grades der Ungesattigtheit mu die Jodzahl der Fraktion 10 als 
maBgebend angesehen werden. Die Jodzahl von Fraktion 11 wiirde 
ein falsches Bild geben, da sie offenbar durch Zersetzungsprodukte 
stark herabgedriickt ist. Auch das hohe Aquivalentgewicht der 
nicht umkrystallisierten Saure ist darauf zuriickzufiihren, daB diese 
noch nicht voéllig entfernt waren. 

Je 1,0g Ester von Fraktion 10 und 11 wurden bromiert. 
a) Atherunléslicher Bromkérper. 0,75 bzw. 0,87 g. Schmelzp. 246 
bzw. 247° unter Zersetzung. Das Dekabromid des Clupanodon- 
siiuremethylesters verkohlt beim Erhitzen im Roéhrchen bei 200 bis 
270° ohne zu schmelzen. 


3,161 mg Subst. (Fraktion 10): 2,168 mg Br. — 3,031 mg Subst. 
(Fraktion 11): 2,085 mg Br. 
C,3H;,Br,O, (985,66) Ber. Br 64,87 


CysHyBry50. (1143,49) 4, 69,90 
Gef. ,, 68,6; 68,8. 

Offenbar handelte es sich im wesentlichen um das Dekabromid 
des Clupanodonsiure-methylesters. Das verschiedene Verhalten 
beim Erhitzen im Rohrchen diirfte wohl auf die Beimengung eines 
Octobromids zuriickzufiihren sein. Indessen ist auch die Méglich- 
keit des Vorkommens einer der Clupanodonséure isomeren hoch 
ungesiittigten Siéiure in Betracht zu ziehen. 

b) Atherléslicher Bromkoérper (vereinigte Produkte von Frak- 
tion 10 und 11). 3g. Feste Substanz. Die Entbromung und Ver- 
selfung fihrte zu 0,86 ¢ Saure. 

34,5 mg Subst.: 5,63 cem n/10-Bromlésung. 

Jodzah! 207. 








zi 
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¢) Petrolatherléslicher Bromkérper (vereinigte Produkte von 
Fraktion 10 und 11). 1,15 g. Dunkles, zihfliissiges Ol. 


Menge der Methylester in g. 








l 2 3 4 5 6 7 s 9 10 11 | Summe 






































Cy, --- 16,5] 1,05 | 1,60 9,2 

ae 8,55 | 9,70 | 3,46 | 3,70 | 1,66 27,1 

_ 1,44 | 6,90 | 9,84 | 11,8 | 8,36 | 4,46 42,8 

Cos. 2,845,841 5,7 |115] 25,9 
Das Leberfett. 


Rotbraunes Ol, das beim lingeren Stehen teilweise erstarrt. 
52,2 mg Subst.: 3,66 cem n/10-Bromlésung. — 34,5 mg Subst.: 0,21 cem 
n/10-alkoholische Lauge (Indicator Alkaliblau). 
Jodzahl 89 Saurezah! 34. 


Der relativ hohe Gehalt des Leberfettes an freien Fettsiuren 
wurde schon von Bloor und: Snider!) beobachtet. Wie der 
folgende Versuch zeigt, sind die freien Fettsiuren etwas stirker 
ungesattigt, als das urspriingliche Fett. 

10 g des Fettes léste man in der 5-fachen Menge Alkohol, machte mit 
alkoholischer Lauge genau neutral, entfernte nach Zugabe von etwas Wasser 
das Fett durch wiederholtes Ausschiitteln mit Petrolather und gewann aus 
der waBrig-alkoholischen Lésung nach dem Anséuern durch Ausschiitteln mit 
Petrolather die freien Sauren. 1,33 g. Stark gefarbtes Ol, das beim langeren 
Stehen teilweise erstarrt. 


42,2 mg Subst.: 3,71 ccm n/10-Bromlésung. 
Jodzahl 111. 

256 g des Leberfettes wurden mit alkoholischer Lauge verseift 
und der Lésung durch Ausschiitteln mit Petrolather das Unverseif- 
bare entzogen. Menge des Unverseifbaren 6,5 g. Es handelte sich 
hauptsachlich um Cholesterin. 

Die Fettsaéuren (228 g) zerlegte man mit Hilfe der Bleisalz- 
Alkoholmethode in eine Fraktion der gesiittigten (festen) und eine 
solche der ungesattigten (fliissigen) Sauren. 


Die Fraktion der gesattigten Fettsauren. 


80 g. Die Methylester wurden im Apparat von Jantzen und 
Tiedcke bei 0,7—1,0 mm Hg fraktioniert destilliert. 


1) J. of biol. Chem. 87, 399 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX. 
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Methylester Freie Sauren 
Menge aus Aceton Sch Aqui. 
Joa- | 245 4 | Aquiv.- umkrystallisiert | °° "P: Gew 
Menge Schmp. 102 Schmp. ,, mae 5 ie a 
zahl | Ester | Gew. | Schmp. Aquiv.- 
g °C | g | °C adh Gew. °C ber, 
| | C,,H320, 
I 9,7 24,5 2,7 | 0,83 57 251] 60 | 254 62,5 | 256.3 
2] 9,1 26,5 2,4 | 0,83 61 256 | 
3] 10,0 27 3,7 | 0,85 61 260 62 | 255 
4 9,2 | 25,5 5,5 | 0,90 59 262 | 
5] 9,0 26,5 | 7,3 | 0,80 55 267 | 
6] 65 30 | 12 0,80 | 59 | 276 | 
7 5,8 35 | 16 0,77 66 | 281 | 
8] 5,3 36 | 16 0,88 | 67 | 283 | C,.H3,0, 
9 7,2 36 | 16 0,87 68 | 288 69 | 282 69,2 | 284,3 
10 3,6 36 —«i1G 0,93 68 288 
11] 3,0 33 19 0,78 | 63 | 289 64 293 | 





























— 


é 


s| 9 | 10 | 1 


bho | 








3 [4 [5 | 6 








Einwage, mg Substanz 
76,5 | 78,0 | 78,2 | 81,0 | 93,9 | 71,7 | 98,3] 75,6 [76,9 | 82,1 | 95,9 
ecm n/10-Bromlésung 
0,16] 0,15] 0,23] 0,385] 0,54] 0,65] 1,19] 0,95] 0,96 | 1,03 | 1,41 
Einwage, mg Substanz 
51,7 | 52,8 | 53,5 | 55,9 | 58,2 | 60,2 | 54,9 [56,8 | 58,8 [48,0 | 54,7 
(46,6) (52,7) (52,5) (64,0) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge 
2,06] 2,06 | 2,06 | 2,14] 2,18] 2,18] 1,95] 2,01 | 2,05 | 1,67 | 1,85 
(1,84) (2,06) (1,86) (2,19) 
































Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen Temperaturen 
waren 168—180°, Die Fraktionen 9, 10 und 11 wurden durch Destillation des 
in der Apparatur verbliebenen Riickstandes im Claissenkolben erhalten. Riick- 


stand 1,6 ¢. 
An gesittigten Fettsiuren sind demnach Palmitin- und 


Stearinsiiure vorhanden. Die Anwesenheit von Spuren niedriger 
und héher molekularer Séuren ist wahrscheinlich. 


Menge der Methylester in g. 





132 3 4 5 6 7 18191710] 11 |Summe 


rere 9 - Spur 
eer 19,1] 10,0 | 7,18 | 5,34 | 1,80 | 0,63 43,8 
| ree 2.02 | 3,66 | 4,70 | 5,17 [5,3] 7,213.6 34,7 
Hoher molek. 3,0 
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Die Fraktion der ungesattigten Fettsaéuren. 

137 g. Dunkelbraunes Ol. Jodzahl 124 (60,4 mg Substanz 
verbrauchten 5,91 cem n/10-Bromlésung). Die Methylester wurden 
im Apparat von Jantzen und Tiedcke bei 0,4—0,7 mm Hg frak- 
tioniert destilliert. 

‘Methylester | = Hydrierte Sauren | 
Menge , aus Aceton um- — 
aus Aquiv.- _ krystallisiert Schmp. Aquiv.- 
Menge Jodzahl] 100g Schmp. Gey. on Gew. 
Ester | | Schmp. Aquiv.- 
g g | °C | °C | Gew. oC ber. 
Ci¢H 3202 
1] 9,5 55/54 — 47 253 54 263 62,5 | 256,3 
2] 9,2 87 | 0,83 60 271 || 65 279 C¢H9,0. 
3] 9,9 104 0,83 66 | 279 69 283 69,2 | 284,3 
4] 9,9 113 0,82 68 285 69 288 
5] 9,3 114 0,85 69,5 286 70 288 
6 | 9,6 12] 0,84 69,5 286 69,5 288 
71 9,5 | 125 0,78 | 70 284 70 287 
s| 96 134 | 0,92 67 291 | 67 290 | 
9] 7,2 | 168 | 0,89 64 291 || 65 299 Cop Hy,Oo 
10] 5,2 | 200 0,89 71 309 73 314 |74,8—75,1| 312,4 
| CoH 4,0, 
ll} 7,1 | 229 | 0,72 | 70 | 320 jj 71 320 | 80—80,5 | 340,4 
r f2js|{a]o}ejf7{ sa] 9] 0] n 
Einwage, mg Substanz 
41.6/48,0 | 33,7 | 41,7 | 41,2 | 41,3 | 42,6 | 41,8 | 42,4 | 42,6 | 43,0 | 42,8 
ecm n/10-Bromlésung 
1,81/2,06 | 2,31 | 3,41 | 3,68 | 3,71 | 4,05] 4,13] 4,49] 5,62] 6,78] 7,71 
Einwage, mg Substanz 
30,3 30,2 | 29,7 | 28,2 | 33,1 | 48,5 | 27,8 | 30,2 | 30,4 | 28,5 | 31,1 
30,2) | (40,2) | (43,7) | (40,1) | (42,9) | (40,8) | (40,7) | (40,3) | (45,6) | (49,6) | (41,2) 

















Verbrauch, cem n/10-alkoholischer Lauge 




















1,20 1,12] 1,07] 0,99 |] 1,16 | 1,69 | 0,98 | 1,04 | 1,05 | 0,92 | 0,97 
(1,15) | (1,44) (1,54)} (1,39) | (1,49) | (1,42) | (1,42) | (1,39)] (1,53) | (1,58) | (1,29) 


Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen Temperaturen 
waren 185—295°. Die Menge des in der Apparatur verbliebenen festen Riick- 
standes betrug 39 g. Er enthielt Cholesterin, das bei der Abtrennung des Un- 
verseifbaren durch Ausschiitteln mit Petrolather nur unvollstandig entfernt 
worden war, auBerdem wahrscheinlich Polymerisations- und Oxydations- 
produkte der hoch unges&ttigten Fettsiuren. Ein Destillationsversuch im 
Q* 





132 E. Klenk und O. v. Schoenebeck, 


Claissenkolben fiihrte zu keiner weiteren Esterfraktion. Es trat sehr starke 


Zersetzung ein. 
Die Fraktionen 1—9 waren farblose, Fraktionen 10 und 11 etwas gelb 


gefarbte, leicht fliissige Ole. 

Die C,,...-Séuren. Fraktion 1 bestand offenbar vorwiegend 
aus Siuren dieser Gruppe. Darunter diirfte sich auch eine un- 
gesiittigte Siure (Palmitolsiure oder Zoomarinsaure der Lebertrane) 
befinden. Ein Versuch, sie zu isolieren blieb jedoch ohne Erfolg. 

8,4 g¢ des Methylesters verseifte man mit etwa 3 n-methylalkoholischer 
Kalilauge, engte stark ein und behandelte den Riickstand zur Entfernung von 
etwa vorhandenem Unverseiften mit Ather. Menge des aus den ungelésten 
Kalisalzen gewonnenen Sauregemisches 5,7 g. Daraus mit Hilfe der Bleisalz-— 
Alkoholmethode abgetrennt 2,5 g feste Sauren. Schmelzp. 43°. 

53,0 mg Subst.: 0,63 cem n/10-Bromlésung. — 65,5 mg Subst.: 2,64 ccm 
n/10-alkoholische Lauge. 

C,,H.,0, Aquiv.-Gew. Ber. 228,3 


C,H 3.02 9° °° 256,3 
Gef. 248 Jodzah! 15. 
Es scheint hier ein Gemisch von C,,...-Saéuren (vor allem Palmitin- 


siure) mit niedriger molekularen Saéuren (wahrscheinlich Myristinsaéure) vor- 
zuliegen, wobei die Palmitinséure vorherrscht. 
Die Menge der fliissigen Séuren betrug 3,0 g. 
23,6 (43,2)mg Subst.: 1,28 (2,39) ccm n/10-Bromlésung. — 42,0 mg 
Subst.: 1,71 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
| CrgH 90 Ber. Jodzahl 99,8 Aquiv.-Gew. 254,3 
Gef. 69 (70) = 245. 
Ein betrachtlicher Teil der ungesattigten Sauren befand sich als Kalisalz 
in der bei der Abtrennung des Unverseifbaren erhaltenen atherischen Lésung. 
Auch daraus lieB sich keine einheitliche und wohldefinierte Substanz gewinnen. 


Die C,,.-Saéuren. Sie wurden nicht niher untersucht. 

Die Cy...-Saéuren. Die hydrierte Saure von Fraktion 1!) 
gab mit n-EKicosansiure (Schmelzp. 75°), im Verhaltnis 1:1 gemischt, 
keine Schmelzpunktsdepression (Schmelzpunkt der Mischprobe 
73,5°). Dagegen ergab die Mischprobe mit n-Docosansaure (Schmelz- 
punkt 80—80,5°) deutliche Depression (Schmelzpunkt der Mischi- 
probe 71°, Mischungsverhiltnis 1: 1). 

1,0¢ des Methylesters wurden bromiert. Atherunléslicher 
Bromkorper. 0,48 g. Schmelzp. 233—234° unter Zersetzung. ks 
handelte sich also wohl im wesentlichen um das Octobromid des 
Arachidonsiiure-methylesters. 

Die Cy,...-Saéuren. Ihre Menge ist gering. Eine vollige Ab- 
trennung von den C,,.. .-Séuren war deshalb nicht médglich. Dal 
sie aber nicht ganz fehlen, ergibt sich eindeutig aus den Kenn- 
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zahlen der Fraktion 11. Auf Grund dieser Kennzahlen errechnet 
sich fiir die C,,...-Sauren die Jodzahl 270. 


Menge der Methylester in g 









































1 2 3 4},5]6]7 8 9 10 | 11 | Summe 
ee ee a Spur 
Ce. & eee bos 4,14] 1,73 15,3 
aA wees 5,06 | 8,17 | 9,9 | 9,3 | 9,6 | 9.5 | 7,15 | 5,36 | 0,58 64,6 
Cw 2,45 | 1,84] 4,62]5,06] 14,0 
Oe hae 2,04 2,0 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel und fiir die Ge- 
wabrung eines Forschungsstipendiums. 
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Die Einwirkung von Saure und Alkali auf Insulin. 
XV. Mitteilung iiber krystallisiertes Insulin. 
Von 
H. Jensen und E. A. Evans jr. 


(Vorliegende Untersuchung wurde mit Mitteln der Carnegie Foundation, 
New York City und der Eli Lilly Co., Indianapolis, Indiana, ausgefiihrt.) 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Johns-Hopkins-Universitat, Baltimore, Md., U.S.A.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1932.) 


Einleitung. 

Nach den bisherigen Untersuchungen ist Insulin ein Eiweif- 
kérper, der sich durch keine besonderen Merkmale von andere: 
EiweiBkérpern unterscheidet, wenn man nicht den verhaltnis- 
miBig hohen Schwefelgehalt (3,2°/,) als charakteristisch ansehen 
will. Trotz vieler Bemiihungen ist es bisher nicht gelungen, eine 
aktive Gruppe abzuspalten, die man fiir die physiologische Wirk- 
samkeit des Insulins verantwortlich machen kdénnte. Aus diesem 
Grunde ist man vorliufig gezwungen, chemische Untersuchungen 
am ganzen intakten Insulinmolekiil vorzunehmen. In einer friiheren 
Mitteilung!) wurde bereits ausgefiihrt, da man der Aufklarung der 
vermutlich vorhandenen Struktureigentiimlichkeiten des -Insulins 
auf zwei Wegen naiher kommen kann, einmal durch rein chemische 
Charakterisierung der Hydrolysenprodukte und ferner durch Fest- 
stellung bestimmter Gruppen, welche fiir die physiologische Akti- 
vitit von Bedeutung sind. Die Untersuchungen sind in den beiden 
angedeuteten Richtungen weiter fortgefiihrt worden. 

Gemeinsam mit O. Wintersteiner hat der eine von uns von 
neuem die Hydrolyse des Insulins durchgefiihrt. In fritheren Mit- 
teilungen aus diesem Laboratorium wurde iiber die Isolierung von 
Cystin und Tyrosin?) und von Histidin, Arginin, Lysin und Leu- 
cin®) berichtet. Als weiterer Baustein des Insulinmolekiils wurde 
kiirzlich Glutaminsiiure gefunden.) Nach der Stickstoffverteilung 
im Insulin zu urteilen [9,58°/, des Totalstickstoffs als Ammoniak- 
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stickstoff*)], sollte diese Aminosiéure in verhiltnismaiBbig groBer 
Menge vorhanden sein. Eine nur fiir das Insulin charakteristische 
Substanz wurde bisher unter den Hydrolysenprodukten nicht 
gefunden. Leucin, oder eine diesem isomere Aminosiure, macht 
allem Anschein nach einen recht groBen Bestandteil des Insulin- 
molekiils aus. Andere Aminosdiuren, auBer den angefiihrten, 
konnten bisher nicht identifiziert werden (die Gegenwart von 
Prolin und Oxyvalin ist fraglich) und scheinen auch nicht, oder 
héchstens in kleinen Mengen, vorhanden zu sein.®) 


Wenn man nicht annehmen will, daB die hypoglykimische 
Wirksamkeit des Insulins eine Funktion des Gesamtmolekiils ist, 
so kann man die Moglichkeit in Betracht ziehen, daB die physio- 
logische Aktivitét einer bestimmten wirksamen Gruppe, die im 
KiweiBmolekiil eingelagert ist, zuzuschreiben ist. Diese wirksame 
Gruppe wird sich aus Aminosiauren oder ahnlichen Abkémmlingen 
zusammensetzen miissen, da das Insulinmolekiil keine den EiweiB- 
kérpern artfremde chemische Gruppen enthilt. Zur Zeit laBt sich 
wenilg positives iiber die Zusammensetzung der wirksamen Gruppe 
des Insulins aussagen; jede der gefundenen Aminoséuren kann 
méglicherweise ein Bestandteil von ihr sein. Gewisse experimentelle 
Befunde sprechen dafiir, daB Cystin an der wirksamen Gruppe 
beteiligt ist. Man kénnte annehmen, daB die Glutaminsiéure ein 
weiterer Bestandteil einer solchen wirksamen Gruppe ist, da sie 
auch am Aufbau eines anderen wichtigen biologischen Kataly- 
sators, des Glutathions, beteiligt ist. Folgende chemische Struk- 
turen wurden in Vorschlag gebracht.’) 





O O 
| | 
C—NH, C—NH, 
| 
CH, CH, 
| | 
CH, io ; 
| | 
HC—NH, HOOC HC—NH—C—C—CH,—S—S— 
| | | 
C- NH C—CH,—S—S— COOH H,N 
H 
O I II 


Es sei hier betont, daB ein Beweis fiir die Bindung von Glutamin 
an Cystin in der angefiihrten Weise und fiir die Beteiligung gerade 
dieser Aminosdiuren an der wirksamen Gruppe des Insulins, falls 
eine solehe vorhanden ist, bisher nicht erbracht werden konnte. 
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Es sind natiirlich auch ahnliche Kombinationen von Cystin mit 
den anderen im Insulin vorhandenen Aminoséiuren.méglich. Es 
werden weitere Untersuchungen nétig sein, um die vorgeschlagene 
Anordnung dieser Aminoséuren im Insulinmolekiil und deren Be- 
teiligung an einer eventuell vorhandenen wirksamen Gruppe 
sicherzustellen. Wenn wir eine wirksame, fir den physiologischen 
Effekt verantwortliche Gruppe annehmen, so ist das vorliufig nur 
eine Arbeitshypothese auf dem Wege der chemischen Erforschung 
des blutzuckersenkenden Hormons. Immerhin lassen sich mit 
Hilfe der angedeuteten Strukturformeln vielleicht gewisse che- 
mische Eigenschaften des Insulins erklaren. 

Im folgenden wird iiber die Einwirkung von Saure und Alkali 
auf Insulin berichtet und versucht, die gefundenen Resultate mit 
Hilfe der oben angefiihrten Formeln zu erklaren. 


Experimenteller Teil.*) 


A. Einwirkung von Saure auf Insulin. Von anderen Forschern 
ist schon gezeigt worden’), daB Insulin beim Erhitzen mit 0,1 n- 
Salzsiure im siedenden Wasserbade ein Koagulum bildet, und dah 
durch diese Behandlung die Aktivitit des Insulins kaum verandert 
wird. Wir haben die Reaktion naher studiert und gefunden, daf 
unter diesen Bedingungen Ammoniak abgespalten wird. In der 
Zwischenzeit haben Freudenberg und Mitarbeiter tiber ahnliche 
Befunde berichtet.®) Wir fanden, da nach 1stiindigem Erhitzen 
mit n/10-Salzsiure im kochenden Wasserbade ungefahr 0,4°/, 
Ammoniak abgespalten werden. Nach Behandlung des Koagulums 
mit n/30-Natronlauge und nachfolgender Zugabe von Salzsaure, 
bis die Lésung wieder 4/,) normal ist, und nochmaligem Erwiérmen 
im kochenden Wasserbade bildet sich wiederum ein Koagulum unter 
weiterer Abspaltung von Ammoniak; es wurden 0,24°/, gefunden, 
also 1/, so viel wie bei der ersten Behandlung. Beim Erwarmen 
von Insulin in n/10-Salzséiure auf 50° findet kaum eine Abspaltung 
von Ammoniak statt, gemessen nach 1, 5 und 10 Stunden; unter 
diesen Bedingungen tritt auch keine Koagulation ein. Die Aktivitit 
erleidet ebenfalls kaum EinbuBe dabei. Zur Zeit sind wir damit 
beschiaftigt festzustellen, ob sich, unter diesen Bedingungen freie 
Aminogruppen bilden, d. h. ob teilweise Hydrolyse eintritt. 

Wir méchten annehmen, daB das unter den obigen Reaktionsbedingungen 
erhaltene Ammoniak anderen Gruppen entstammt, als das mit Alkali erhaltene. 


*) Alle Experimente wurden mit krystallisiertem Insulin ausgefiihrt. 
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t Unter der Séurebehandlung werden wahrscheinlich die Amidgruppen, die im 
Insulinmolekiil vorhanden sind, angegriffen. Wir kommen auf diese Reaktion 
im nachsten Kapitel noch naher zuriick. Mit Hilfe der angegebenen Formel- 
bilder kann man die gefundenen Resultate folgendermaBen erklaéren: Die 
Saureamidgruppe reagiert mit der freien Aminogruppe des Glutamins unter 


) Abspaltung von Ammoniak und Bildung eines Lactamringes (Formel I); oder 
) es wird die freie Saureamidgruppe unter Abspaltung von Ammoniak zerlegt, 


wahrend die freie Carboxylgruppe des Glutamins mit der freien Aminogruppe 
des Cystins unter Abspaltung von Wasser und Bildung eines Diketopiperazin- 
ringes reagiert (Formel II). Die Blockierung der freien Aminogruppe in beiden 
) Fallen erklart vielleicht die Unléslichkeit des Koagulums in Saéure. Die Be- 
handlung mit Alkali sprengt den Lactamring bzw. den Diketopiperazinring 
wieder auf und fiihrt zu einem Produkt, das wieder saéureléslich ist und sich 
vom urspriinglichen Insulin nur dadurch unterscheidet, daB ein Teil der 
Amidgruppen abgespalten worden ist. Dies erklart einmal, daB durch diese 
| Reaktionen kaum etwas an Aktivitat verloren gegangen ist und daB das End- 
produkt nicht ohne weiteres wieder krystallisiert werden kann, wie von Jensen 
und De Lawder gefunden wurde.!) Wir haben gefunden, da8 Casein und 
Edestin beim Erwaérmen mit n/10-Salzsiure im siedenden Wasserbade eben- 
falls Ammoniak abspalten. 


_— w= 


Wenn die Bildung des Koagulums mit dem Vorhandensein 
einer freien Aminogruppe zusammenhingt, so sollte sich nach 
Entfernung dieser Gruppe unter den oben angefiihrten Bedingungen 
kein Koagulum mehr bilden. Wir haben aus diesem Grunde unter- 
sucht, ob die mit Alkali behandelten Produkte ein Koagulum 
bilden und gefunden, daB Insulin, das mit n/30-NaOH 3 Stunden 
bei 84° und mit n/10-NaOH 1 Stunde bei 50° behandelt worden 
war, unter den obigen Bedingungen mit Saure nicht ausfillt. Es 
wird auch in diesem Falle eine gewisse Menge Ammoniak ab- 
gespalten, das aber wahrscheinlich aus den Amidgruppen des 
Insulins stammt. Es mu8 allerdings erwahnt werden, daB unter 
diesen Reaktionsbedingungen auch die —S—S—Bindung des Cystins 
angegriffen wird, und es ist immerhin sehr wahrscheinlich, daB 
durch die Veranderung der Struktur, welche durch die Abspaltung 
von Schwefel und Ammoniak bedingt ist, auch die Fiahigkeit zu 
koagulieren verloren geht. 

Carr und Mitarbeiter haben gefunden, dai Insulin durch 
Behandlung mit Saéuren und Aikoholen unwirksam wird und dab 
durch nachherige Behandlung mit n/30-Alkali der gréBte Teil der 
Wirksamkeit wieder hergestellt werden kann.!°) Charles undScott 
haben diese Reaktion am krystallisierten Insulin studiert.?*) 
Freudenberg und Mitarbeiter haben diese Versuche nach- 
cearbeitet und haben sie bestaétigen kénnen.!*) Alle diese Autoren 
nehmen an, daB unter diesen Bedingungen Veresterung und Methy- 
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lierung des Insulins eingetreten ist und daB eine oder mehrere fiir 
die Wirksamkeit notwendigen Gruppen an dieser Reaktion teil- 
haben. Wir haben diese Reaktion gemi8 den Angaben von Charles 
und Scott ebenfalls studiert und gefunden, daB das nach Be- 
handlung mit Séure und Alkohol erhaltene Insulinpriparat, das so 
gut wie unwirksam war, die Reaktion mit Ninhydrin vermissen 
lieB und daB nach Behandlung dieses Priparates mit n/30-Natron- 
lauge die Ninhydrinreaktion wieder positiv ausfiel. 

Dieses Verhalten des Insulins kann man vielleicht in folgender Weise 
erklaren: die freie Carboxylgruppe tritt, nach Veresterung, mit der freien 
Aminogruppe in Reaktion und bildet unter Abspaltung von Alkohol einen 
Diketopiperazinring. Dies wiirde sowohl den negativen Ausfall der Ninhydrin- 
reaktion als auch die Unwirksamkeit dieser Priparate erklaren. Wir halten die 
Anwesenheit der freien Aminogruppe fiir die physiologische Wirkung des 
Insulins von Bedeutung. AuBer dieser Reaktion finden sicherlich noch andere 
statt, wie hauptsachlich Methylierung von OH-, NH,- und NH-Gruppen, 
wobei unter diesen Bedingungen verschiedene methylierte Insulinderivate ent - 
stehen kénnen; Ammoniak wird nicht abgespalten. Durch Einwirkung von 
n/30-Alkali wird der Diketopiperazinring wieder gedffnet und gleichzeitig 
findet eine Abspaltung von Methylgruppen statt, dadurch sind die Bedingungen 
fiir die physiologische Wirksamkeit und das Eintreten der Ninhydrinreaktion 
wieder gegeben. 

B. Einwirkung von Alkali auf Insulin. I[n friiheren Verdffent- 
lichungen dieses Laboratoriums wurde schon mitgeteilt, dab 
unter dem Einflu®B von Alkali auf Insulin nicht nur Schwefel??), 
sondern auch Ammoniak abgespalten wird.),5) Spater wurde 
dann festgestellt, bei welecher Alkalikonzentration Insulin Ammo- 
niak abzuspalten beginnt und bei welcher der maximale Effekt 
erreicht wird. Ferner wurde gefunden, daB die Inaktivierung 
scheinbar der Abspaltung von Ammoniak parallel  lauft.+) 
Freudenberg und Mitarbeiter haben diese Reaktion ebenfalls 
studiert.44) Wir haben nun die Kinwirkung von Alkali auf Insulin 
mehr nach der quantitativen Seite hin untersucht und zugleich 
festzustellen versucht, welche Aminosiuren des Insulinmolekiils 
unter diesen Reaktionsbedingungen angegriffen werden. Das ab- 
gespaltene Ammoniak wurde teils mit Nesslers Reagens und 
teils durch Titration bestimmt. Da bei direkter Nesslerisierung in 
proteinhaltigen Lésungen zu niedrige Werte erhalten werden, 
wurde das Ammoniak meistens iiberdestilliert und durch Titration 
bestimmt. Wir haben eine Reihe von Bestimmungen ausgefiihrt, 
fiihren aber nur die wichtigsten an: 

a) Insulin in n/30-NaOH 3 Stunden bei 0° — 0,03°/, NH;, 0,02°/, NHs3. 

b) Insulin in n/30-Alkali 3 Stunden bei 34° — 0,18°/, NH3. 
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ce) Insulin in n/10-Alkali 1 Stunde bei 50° — 0,30°/, NH, 0,21°/, NH. 
d) Insulin in n/10-Alkali 1 Stunde im kochenden Wasserbade — 1,57°/, 
NH,, 1,60°/, NH. 


Die bei 34° gefundenen Werte stimmen gut iiberein mit den 
von Freudenberg und Mitarbeitern angegebenen.™) Es sei noch 
erwihnt, daB Insulin unter den bei b), c) und d) angegebenen Be- 
dingungen vollstaéndig inaktiviert wird, und daB auber Ammoniak 
auch Schwefel abgespalten wird. Wir sind im Gegensatz zu 
Freudenberg und Mitarbeitern™) der Ansicht, daB auch der 
Schwefel oder wenigstens ein Teil desselben fiir die physiologische 
Wirksamkeit des Insulins von Bedeutung ist. Bisher ist es nicht 
gelungen. Insulin durch Alkali zu inaktivieren, ohne gleichzeitig 
einen Teil des Schwefels anzugreifen. Dieser Schwefel mu8 in 
einer Disulfidbindung vorliegen, denn wir beobachteten, daB das 
Erscheinen der Sulfhydrylgruppe, erhalten durch Reduktion der 
Disulfidbindung mit verschiedenen Reagentien, mit dem Beginn 
eines Aktivititsabfalles zusammentrifft. 

In einer friiheren Mitteilung!) wurde schon erwahnt, daB die 
durch Natronlaugebehandlung erhaltenen Produkte die Ninhydrin- 
reaktion vermissen lassen. Wir konnten diesen Befund bestitigen. 
Die Farbreaktion der mit n/30- oder n/15-Alkali behandelten 
Insulinpraparate ist bedeutend schwiicher als die des krystalli- 
sierten Insulins; bei mit n/10-Alkali behandeltem Insulin fehlt sie 
fast vollsténdig. Es wird also unter dem Einfluf8 von Alkali die 
im Insulinmolekiil vorhandene Gruppe, die mit fiir den positiven 
Ausfall der Ninhydrinreaktion verantwortlich ist, zerstért. Es 
handelt sich hier wohl um eine, vielleicht auch mehrere, freie 
Aminogruppen, deren Vorhandensein fiir die physiologische Wir- 
kung des Insulins von Wichtigkeit ist; sobald diese Gruppe ab- 
gespalten oder blockiert wird, tritt Inaktivierung ein. Es wird von 
Interesse sein festzustellen, welecher Aminosdure diese freie Amino- 
gruppe angehort; Untersuchungen nach dieser Richtung hin sind 
begonnen worden. Wir sind der Ansicht, daB unter dem EKinfluB 
von Alkali zuerst bestimmte freie Aminogruppen des Insulins?), 
ob es sich um eine oder mehrere handelt, kann zur Zeit nicht ent- 
schieden werden!), angegriffen werden. Die Ammoniakmenge, die 
man unter den milderen Reaktionsbedingungen erhalt, wird wohl 
in der Hauptsache freien Aminogruppen entstammen. Durch Er- 
warmen von Insulin mit n/10-Alkali im siedenden Wasserbade 
werden zum groBen Teil wohl auch Amidgruppen angegriffen. Der 
von Freudenberg und Mitarbeitern') erhobene Befund, da8 bei 








140 H. Jensen und E. A. Evans jr., 


der Behandlung von Insulin mit Salzsiure viel gréBere Mengen 
Ammoniak auftreten als bei der mit Alkali, scheint uns wenig 
Bedeutung zu besitzen. Man kann wohl nicht ohne weiteres die 
Ammoniakmenge, die man durch Erwarmen von Insulin in n/10-HC] 
auf 98° erhalt, mit derjenigen vergleichen, die durch Behandlung 
von Insulin in n/30-Alkali bei 84° gebildet wird, wie es Freuden- 
berg und Mitarbeiter getan haben. Wir fanden, daB auch die 
Ammoniakmenge, die man durch 1 stiindiges Erhitzen von Insulin 
mit n/10-Alkali im siedenden Wasserbade erhalt, eine recht erheb- 
liche ist, nimlich 1,57°/,. Wir sind der Meinung, da in der mit 
Salzsiure erhaltenen Ammoniakmenge diejenige, die bei der In- 
aktivierung durch Alkali unter den milderen Bedingungen entsteht, 
nicht enthalten ist. Wir fanden nimlich, daB Insulin, das durch 
Istiindiges Erwarmen mit n/10-HCl im siedenden Wasserbade 
unter Abspaltung von 0,40°/, NH, ausgefallt worden war, mit 
Alkali bei 34 und 50° behandelt, Ammoniakmengen ergab (vgl. 
Tab. IT unter Salzsiure—Insulin), die von derselben Gr6Benordnung 
sind wie die aus krystallisiertem Insulin mit Alkali erhaltenen. 
Dieser Befund spricht wohl fiir die oben ausgefiihrte Ansicht. 
Beim Erwiirmen von Salzséure—Insulin mit n/10-NaOH im siedenden 
Wasserbade erhalt man ungefihr 0,40°/, Ammoniak weniger als 
bei Verwendung von krystallisiertem Insulin. Diese Differenz 
entspricht der Ammoniakmenge, die beim Erhitzen von krystalli- 
siertem Insulin mit n/10-HCl auf 98° abgespalten wird. Bei 0° 
spaltet Insulin kaum Ammoniak ab. Es war von Interesse fesi- 
zustellen, ob auch andere EiweiBkorper unter milder Alkalibehand- 
lung Ammoniak abspalten. Wir fanden, da8 auch Casein und 
Edestin bei mehrstiindiger Behandlung mit n/30-NaOH bei 34° 
Ammoniak abspalten; allerdings ist die Menge bedeutend ge- 
ringer als beim Insulin. Ob es sich dabei wirklich um eine 
Abspaltung von Ammoniak aus dem Eiweifmolekiil handelt 
oder ob das Ammoniak aus Ammoniumsalzen stammt, die als 
Verunreinigungen vorhanden sein kénnen, haben wir nicht nach- 
gepriift. 

Das aus dem Insulin durch Alkali abgespaltene Ammoniak, 
das aus freien Aminogruppen gebildet wird, kann entweder dem- 
selben labilen Komplex entstammen wie der Sulfidschwefel oder 
anderen Gruppen. Um einen Einblick zu gewinnen, welche Amino- 
siiuren unter den Bedingungen der Ammoniakabspaltung durch 
Alkali angegriffen werden, haben wir versucht, diejenigen Amino- 
siiuren, die eine spezifische Farbreaktion mit gewissen Reagentien 
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geben, vor und nach der Alkalibehandlung colorimetrisch quanti- 
tativ zu bestimmen. Es ist schon erwahnt worden, daB ein Teil 
des Schwefels unter diesen Bedingungen aus dem Insulin ab- 
gespalten wird. Hiermit steht der Befund im Einklang, dab der 
Gehalt an Cystin der mit Alkali behandelten Priparate unter 12°/, 
liegt. Es haben sich bei der Bestimmung von Cystin, sowohl 
nach der Methode von Folin und Looney”) als auch nach der 
von Sullivan!*) gewisse Schwierigkeiten ergeben, die vielleicht 
durch die Alkalizersetzungsprodukte des Cystins wie Schwefel- 
wasserstoff und Brenzweinsaure, bedingt sind. Da die erhaltenen 
Resultate nicht gut reproduzierbar waren, nehmen wir davon 
Abstand sie hier anzufiihren. Wir werden versuchen die Ursache 
fiir diese Unstimmigkeiten aufzuklaren. Es ist aber auber Zweifel, 
da8B das Cystin unter diesen Bedingungen angegriffen wird. Es 
lag nahe anzunehmen, da vielleicht die Guanidingruppe des 
Arginins, das ein Bestandteil des Insulinmolekiils ist, unter diesen 
Reaktionsbedingungen ebenfalls Ammoniak abspalten wiirde.*) 
Doch scheint dies nicht der Fall zu sein, da der Ausfall der Saka- 
guchireaktion nach Behandlung mit Alkali genau so stark war, wie 
vorher (ausgefiithrt am unhydrolysierten Insulin). Die Bestimmung 
des Argininstickstoffs vor und nach Behandlung mit Alkali ergab 
ebenfalls die gleichen Werte. Den Befund von Sandberg und 
Brand!"), daB Insulin beim Kochen mit n/10-Sodalésung Harn- 
stoff abspaltet, konnten wir nicht bestitigen. Wahrscheinlich 
stammt der von diesen Autoren gefundene Harnstoff aus Ver- 
unreinigungen, da sie nicht mit krystallisiertem Insulin gearbeitet 
haben. Der Gehalt an Tyrosin scheint sich nicht zu andern. Es 
haben sich auch bei der Bestimmung von Tyrosin nach der Methode 
von Folin und Looney”) gewisse Schwierigkeiten ergeben; wir 
méchten daher erst nach Behebung dieser Schwierigkeiten eine 
endgiltige Aussage machen. Die Farbt6nung, die man mit dem 
Paulyreagens erhalt, zeigt einen deutlichen Unterschied vor und 
nach der Behandlung mit Alkali. Die Reaktion wurde nach den 
Angaben von Koessler und Hanke?*) am unhydrolysierten Insulin 
ausgefiihrt. Wir sind der Auffassung, daB das Histidin und Tyrosin 
des Insulins unter diesen Bedingungen der Ammoniakabspaltung 
nicht angegriffen werden. Wir glauben vielmehr, daB die freie 
Amimogruppe (oder mehrere) des Insulins, die mit Alkali ab- 
gespalten wird, eine positive Reaktion mit dem Reagens gibt, 
womit der Unterschied in der Farbt6nung vor und nach der Be- 
handlung mit Alkali erklirt werden koénnte. 
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Versuche. 


A. Mit Salzsaure. Versuche bei 50°: 10 mg krystallisiertes Insulin in 
5 eem n/10-HCl. Das Insulin bleibt in Lésung. 

Versuche bei 100°: Krystallisiertes Insulin wurde mit n/10-HCl (auf 
10 mg Insulin wurden 5 cem n/10-HCl angewandt) im siedenden Wasserbade 
erwarmt. Nach kurzer Zeit tritt Koagulation ein. Vom ausfallenden Insulin 
wird abzentrifugiert und in einem bestimmten Teil der Lésung das Ammoniak 
mit Nesslers Reagens bestimmt. Das koagulierte Insulin (Salzsiure—Insulin) 
wurde in n/30-NaOH gelést, dann die Lésung 0,1 n. salzsauer gemacht und in 
das siedende Wasserbad gebracht. Nach kurzer Zeit tritt wieder Koagulation 
ein. Ammoniakbestimmung wie oben angegeben. 

Insulin, das 1 Stunde in n/10-NaOH auf 50° erwarmt worden war, wurde 
in n/10-HCl gelést und im siedenden Wasserbade erwarmt. Es trat keine 
Koagulation ein. Das Nesslerreagens wurde direkt zur Lésung gegeben. 




















Tabelle I. 
— ; Versuchs- Tempe- Abgespaltenes NH 
Material in n/10-HCl dauer in Std. ene ; "ih "‘ ; 
Krystallisiert. Insulin . . 0 23 — 
- ] 50 Spur 
5 50 » 
10 50 - 

” ss ] 100 0,3, 0,43, 0,45, 0,41 
Salzsiure-Insulin . Aas 1 100 0,24, 0,24 
Alkali-Insulin ..... 1 100 0,11, 0,10 
Casein . ye ne ed 1 100 deutlich positiv 
Edestin 1 100 sb “ 











Die Einwirkung von Alkohol und Salzséure wurde nach den Angaben 


von Charles und Scott?!) studiert. 

B. Mit Alkali. Insulin wurde in Alkali von der angegebenen Konzen- 
tration gelést, 20 cem Alkali fiir 50 mg Insulin, und dann im Wasserbade auf 
die angegebene Temperatur fiir bestimmte Zeit erwarmt. Das gebildete 


Tabelle II. 











—s Alkalikon- Versuchs- Tempe- | Abgespaltenes 
° : zentration |dauer in Std.}raturin®| NH, in °/, 
Kryst. Insulin n/30 3 0 0,03, 0,02 
” - — n/30 3 34 0,18 
- n/10 l 50 0,30, 0,21 
’ a ea n/10 l 100. |. 1,57, 1,57 
Salzsiure-Insulin . n/30 3 34 0,13 
n/10 3 34 0,20 
a n/10 l 100 1,09, 1,09, 1,13 
Edestin ..... n/10 3 34 0,07, 0,07 
sa Silat n/10 l 100 1,68 
SID knee cee n/10 3 34 0,06 
n/10 ] 100 3,20 














In den Tabellen sind nur die wichtigsten Resultate angefiihrt. 
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Ammoniak wurde unter Durchleiten von Stickstoff in n/100-H,SO, aufgefangen 
und dann titrimetrisch bestimmt. Das Salzsiure—Insulin wurde in der bekannten 
Weise hergestellt. 

C. Bestimmung des Argininstickstoffs vor und nach der Alkali- 
behandlung von Insulin (ausgefiihrt von F. Ziegler). Behandlung von 
Insulin mit n/30-Na,CO,. °/, Stunde bei gelindem Sieden, unter Durchleiten 
von Stickstoff; anschlieBend 1/,stiindiges Durchleiten von Stickstoff bei ge- 
wohnlicher Temperatur. Anfangs- und Endkonzentration: n/30-Na,CO,; in 
die Vorlage gingen tiber 0,335°/, Stickstoff (entsprechend 0,407°/, NH,), be- 
zogen auf das lufttrockene Praparat. Es enthielt: 


Vor der Na,CO,-Behandlung: Nach der Na,CO,-Behandlung: 
14,6°/, Gesamtstickstoff 14,27°/, 
davon 4,1°/, als Argininstickstoff 4,2 %, 


Es waren also 2,3°/, des Gesamtstickstoffs als Ammoniak abgespalten 
worden; der Argininstickstoff hat sich nicht verandert. 

D. Die colorimetrischen Bestimmungen von Cystin, Arginin, Tyrosin 
und Histidin vor und nach der Alkalibehandlung von Insulin wurden nach 
den Angaben der Literatur ausgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


Bei der Einwirkung von verdiinntem Alkali auf Insulin wird 
auBer Sulfidschwefel auch Ammoniak abgespalten. Die Menge des 
abgespaltenen Ammoniaks hangt von den Reaktionsbedingungen 
ab. Kin Teil des durch Alkali erhaltenen Ammoniaks stammt 
scheinbar von einer oder mehreren freien Aminogruppen des 
Insulins, deren Anwesenheit fiir die Aktivitiét des Hormons von 
Bedeutung zu sein scheint. Von den im Insulinmolekil vorhandenen 
Aminoséuren wird Cystin unter diesen Bedingungen zum Teil an- 
cegriffen. Arginin wird nicht verindert. Uber die Zersetzung 
anderer Aminosiuren liBt sich nichts mit Sicherheit aussagen. 

Bei der Behandlung von Insulin mit heiBer verdiinnter Salz- 
siure wird ebenfalls Ammoniak abgespalten, ohne da eine nennens- 
werte Schadigung der Aktivitét eimtritt. Dieses Ammoniak ent- 
stammt anderen Stellen des Insulinmolekiils als das durch Alkali 
abgespaltene; wahrscheinlich entstammt es den im Insulinmolekil 
vorhandenen Amidgruppen. Unter der Kinwirkung von Saure und 
Alkohol auf Insulin, nach der Methode von Carr, reagiert zum Teil 
die freie Aminogruppe mit der freien Carboxylgruppe unter Bildung 
eines Diketopiperazinringes. 

Es wird versucht, die gefundenen Resultate mit Hilfe eines 
Strukturmodelles, das aus Cystin und Glutamin zusammengesetzt 
ist, zu erklaren. Natiirlich lassen sich die Befunde ebensogut 
erklaren, wenn man eine Kombination von Cystin mit den anderen 
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Aminosauren, wie Tyrosin oder Leucin, in ahnlicher Weise annimmt. 
Weitere experimentelle Untersuchungen sind noétig, um das Vor- 
liegen der in Vorschlag gebrachten Kombination von Glutamin 
und Cystin zu beweisen. Zur Zeit sind wir damit beschiftigt, die 
erwihnten Cystinpeptide zu synthetisieren, um festzustellen, ob 
sie physiologisch wirksam sind. 
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